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Referat: 
 
Zytokin induzierte Killerzellen (CIK) vereinen oberflächenphänomenologische Merkmale von 
NK-Zellen und T-Lymphozyten. Sie zeigen zytotoxische Eigenschaften gegen Tumorzellen 
auch ohne vorhergehende Antigenpräsentation und stellen die Grundlage für einen neuen 
zellbasierten Ansatz in der Therapie maligner Erkrankungen dar. Da CIK-Zellen in vivo in 
nur geringen Mengen vorkommen, wird versucht, die in vitro-Expansion zu optimieren. Die 
vorliegende Arbeit untersucht vor diesem Hintergrund, welche Auswirkungen die Kokultur 
von murinen mesenchymalen Stammzellen auf das Proliferationsverhalten, den 
Oberflächenphänotyp, die Vitalität und die Zytotoxizität von murinen CIK-Zellen in der 
Kokultur besitzt. 
In der Einleitung werden CIK-Zellen und mesenchymale Stammzellen vorgestellt. Darüber 
hinaus wird auf jeweilige für die Anfertigung dieser Arbeit relevante Besonderheiten 
eingegangen. So werden bisherige Studien über den Einsatz von CIK-Zellen im Rahmen der 
Therapie maligner Erkrankungen und bisherige Ansätze zur Optimierung der in vitro 
Expansion aufgezeigt. Bei den MSC wird insbesondere auf die Identitätsproblematik 
eingegangen, ein Thema, das auch in der Diskussion noch einmal aufgegriffen werden wird. 
Im Ergebnisteil werden neben den für die Erfüllung der Zielstellung relevanten Versuchen 
auch Experimente vorgestellt, welche die den Beobachtungen zugrunde liegenden 
Mechanismen weiter analysieren sollen, wie z. B. die Kultur der CIK-Zellen in MSC-
konditioniertem Medium oder die Kokultur mit DiD-gelabelten MSC. Auch werden 
Bibliographische Beschreibung 
VI 
Ergebnisse von zur Charakterisierung der MSC durchgeführten CFU-F-Assays und FACS-
Analysen aufgezeigt. 
Im Diskussionsteil werden die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der MSC auf die 
CIK-Zellen interpretiert und mögliche Arten der Wechselwirkung, wie z. B. Zell-Zell-
Interaktionen oder humorale Faktoren gegenübergestellt. Außerdem werden eine mögliche 
Ausdifferenzierung oder eine Lyse der MSC durch die CIK-Zellen diskutiert. Ferner wird auf 
die Identitätsproblematik der MSC und sich daraus für diese Arbeit abzuleitende Erkenntnisse 
eingegangen werden. 
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Abkürzungsverzeichnis 
al. alii 
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APC antigen presenting cells 
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bzw. beziehungsweise 
CCR continuous complete remission 
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1 Einleitung 
Maligne Erkrankungen stellen neben den Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems eine der 
häufigsten Todesursachen in der westlichen Welt dar. Derzeit stützt sich die moderne 
Tumortherapie im Wesentlichen auf drei Säulen:  
 
• operative Therapie  
• Chemotherapie  
• Radiotherapie 
 
Die operative Therapie stellt in den meisten Fällen die Therapie der Wahl dar und ist häufig 
der einzige kurative Ansatz. Sie wird oft mit einer Chemo- und/oder Radiotherapie im 
Rahmen einer (neo)adjuvanten Therapie kombiniert.  
Enorme Anstrengungen sind in der Vergangenheit unternommen worden, weitere 
Therapiemöglichkeiten zu entwickeln bzw. bestehende Therapieansätze zu optimieren. Doch 
obwohl Fortschritte zu verzeichnen sind, blieb der ersehnte Durchbruch bislang aus. 
Vielfältige Gründe wären hierfür anzuführen, eine herausragende Rolle spielt sicherlich die 
Vielzahl von Tumorentitäten, welche sich im Ansprechen auf die unterschiedlichen 
Therapieoptionen stark unterscheiden.  
Es ist schon lange bekannt, dass das Immunsystem auch auf Tumorzellen reagiert (Boon et 
al., 1994; Van der Bruggen et al., 1991). Ein vielversprechender Ansatz besteht daher in der 
Nutzung körpereigener Abwehrmechanismen zur Bekämpfung von Tumorzellen 
(Schimmelpfennig et al., 2005).  
Das Immunsystem lässt sich grundsätzlich in eine angeborene, unspezifische Abwehr und 
eine erworbene, spezifische Abwehr einteilen. Bei der letztgenannten Form bietet sich eine 
weitere Unterteilung in eine humorale (B-Zell vermittelte) und eine zelluläre (T-Zell 
vermittelte) Immunität an. Eine Vielzahl von wissenschaftlichen Ansätzen konzentriert sich 
auf einen möglichen Einsatz von T-Zellen bei der Therapie von Tumorerkrankungen. CD8+ 
T-Effektorzellen erkennen z. B. Tumorantigene, die zuvor von körpereigenen Zellen 
aufgenommen, intrazellulär prozessiert und anschließend über sich auf der Zelloberfläche 
befindliche MHC-I-Moleküle (major histocompatibility complex) präsentiert werden. 
Daraufhin wirken die CD8+ T-Effektorzellen direkt zytotoxisch.  
Das Immunsystem verfügt allerdings auch über eigens auf die Antigenpräsentation 
spezialisierte Zellen. Diese APC (antigen presenting cells) phagozytieren Antigene und 
CIK-Zellen (CIK) 
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präsentieren diese nach dem Prozessieren über MHC-II-Moleküle an CD4+ T-Helferzellen, 
die daraufhin über die Sezernierung von Botenstoffen (Mediatoren) eine inflammatorische 
Immunreaktion hervorrufen und damit weitere Abwehrzellen aktivieren. Aufgrund eines 
Fehlers in dieser Abwehrkaskade kann eine beispielsweise durch Transformation der 
physiologischen Zellzykluskontrolle entzogene Zelle nicht mehr erkannt werden und sich 
ungestört weiter vermehren. 
Aber nicht nur Fehler in der Abwehrkaskade können ein Tumorwachstum zur Folge haben, 
auch Tumorzellen selbst weisen Mechanismen auf, um dem Immunsystem zu entkommen, 
wie z. B. die Produktion von TGF-β, VEGF oder IL-10 (Gabrilovich et al., 1998; Barth et al. 
1996). Ein weiterer Mechanismus besteht z. B. in der Herunterregulierung von MHC-I-
Molekülen auf Tumorzellen, sodass über eine Reduktion der Tumorantigenpräsentation die 
zytotoxischen CD8+ T-Zellen in ihrer Wirksamkeit beeinträchtigt werden. 
Das Prinzip der zellulären Tumortherapie beruht auf der tumorlysierenden Eigenschaft 
unseres Immunsystems. Um den Effekt zu verstärken, werden die Abwehrzellen nach der 
Isolation oftmals in vitro mit Zytokinen stimuliert, bevor sie den Patienten schließlich 
transfundiert werden. Interleukin 2 (IL-2) stellt ein hierbei häufig zur Anwendung 
kommendes Zytokin dar. Entnimmt man den Patienten dabei eigene Leukozyten, um sie nach 
einer in vitro Expansion wieder zurück zu transfundieren, handelt es sich um einen autologen 
Ansatz, werden hingegen Leukozyten von einer fremden Person verwendet, spricht man von 
einem allogenen Ansatz.  
Die durch den stimulativen IL-2 Effekt kultivierten Lymphozyten werden als LAK 
(lymphokin-aktivierte-Killerzellen) bezeichnet (Lotze et al., 1980). Zu einem großen Teil 
gehen sie aus natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) hervor. NK-Zellen vermitteln ihre 
Wirkung z. B. über KIR (killer-cell-inhibitory-receptor) oder über natürliche zytotoxisch 
wirkende Rezeptoren. Sie sind zudem von Bedeutung, als sie Zellen lysieren, die über eine 
herabgesetzte MHC-I-Moleküldichte auf ihrer Oberfläche verfügen. Damit können sie die 
bereits angesprochene Lücke, die durch den Versuch der Tumorzellen entsteht, sich über eine 
Downregulation der MHC-I-Moleküle den zytotoxischen T-Zellen zu entziehen, schließen. 
Entsprechend ihrer NK-Zell Wurzeln stellen sich LAK-Zellen oberflächenphänotypisch 
negativ für den T-Zell Marker CD3 und positiv für den NK-Zell Marker CD56 dar. Allerdings 
zeigen LAK-Zellen nur eine geringe Wirkung gegen Tumorzellen und lassen sich zudem nur 
schlecht expandieren (Märten, 2000). 
Eine spezifischere Wirkung am Tumor erhoffte man sich durch den Einsatz von 
Lymphozyten, die aus dem Tumorgewebe gewonnen werden, sogenannte TIL (Tumor 
CIK-Zellen (CIK) 
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infiltrierende Lymphozyten). Doch auch hier hat sich der durchschlagende Erfolg bislang 
nicht eingestellt. Neuere Forschungen richten das Interesse auf zytokin induzierte Killerzellen 
(CIK). 
1.1 CIK-Zellen (CIK) 
1.1.1 Merkmale von CIK-Zellen 
Stimuliert man Lymphozyten aus humanem peripheren Blut (oder aus Milzzellen von 
Mäusen) mit Interferon- γ (Ifn-γ), anti-CD3-Ak (OKT-3) und IL-2 nach einem bestimmten 
Schema, führt dies zum Wachstum einer Zellpopulation, die phänotypische Charakteristika 
von T-Zellen und NK-Zellen vereint. Diese als CIK-Zellen oder bisweilen auch NKT-Zellen 
bezeichneten Zellen tragen auf der einen Seite sowohl die T-Zell-Marker CD3, αβ-TCR, CD8 
oder CD25 auf ihrer Oberfläche, exprimieren andererseits aber auch die NK-Zell Marker 
CD49b, CD69 oder NK1.1 (murine CIK) bzw. CD56 (humane CIK) (Baker et al., 2001; 
Märten, 2000; Schmidt-Wolf et al., 1994). 
Im Vergleich zu LAK-Zellen weisen CIK-Zellen höhere Proliferationsraten sowie ein 
aggressiveres Antitumorverhalten auf (Lu und Negrin 1994; Lanier et al., 1986; Schmidt et 
al., 1986). Diese Überlegenheit wird nach an bei humanen Lymphozyten durchgeführten 
Versuchen auf die stärkere Proliferation von CD3+CD56+ Zellen und die zytotoxische 
Wirkung von TCR+ Zellen in der CIK-Zellkultur zurückgeführt (Schmidt-Wolf et. al., 1993).  
1.1.2 Wirkungsmechanismen von CIK-Zellen 
Humane CD3+CD56+ CIK-Zellen stammen im Gegensatz zu LAK-Zellen nicht von NK-
Zellen, sondern von T-Lymphozyten ab (Lu und Negrin, 1994). Im Gegensatz zu diesen 
vermitteln CIK-Zellen jedoch, ähnlich wie auch NK-Zellen, eine MHC-unabhängige 
Zytotoxizität (Baker et al., 2001). Dies widerspricht dem gängigen Verständnis der 
Funktionsweise von T-Lymphozyten, wonach diese eine MHC-abhängige Zytotoxizität 
aufweisen. Möglicherweise exprimieren mit Zytokinen aktivierte Lymphozyten vermehrt 
Adhäsionsmoleküle, was eine verstärkte Affinität zu den Antigenen zur Folge haben könnte 
und das Fehlen einer MHC-bezogenen Antigenerkennung ausgleicht (Linn et al., 2010). Im 
Widerspruch dazu stehen Publikationen, wonach die CD3+CD56+ Zellen eine gewisse Präsenz 
von MHC-Molekülen auf den Targetzellen benötigen, da eine Blockade von MHC-I-
Molekülen auf der Targetoberfläche die Zytotoxizität hemmt (Linn et al., 2010). Darüber 
hinaus scheint zumindest ein Teil der CIK-Zellen (vor allem der CD4+ Anteil) in 
Wechselbeziehung zu dem MHC-1-ähnlichen Molekül CD1d sowie dem assoziierten β-2 
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Microglobulin zu stehen (Baker et al., 2001). Interessant ist auch, dass CIK-Zellen keine 
vorhergehende antigenspezifische Sensibilisierung benötigen, um Targetzellen zu erkennen 
(Yeh und Kam, 2010). Da CIK-Zellen ferner über keine Fc-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche 
verfügen, erscheint es zudem naheliegend, dass die Funktion der CIK-Zellen unabhängig von 
humoralen Immunmechanismen ist (Märten, 2000). 
Berücksichtigt man die Tatsache, dass es sich bei CIK-Zellen um eine T-Zellpopulation mit 
NK-Zell-Eigenschaften handelt, verwundert es außerdem nicht, die für gewöhnlich auf NK-
Zellen exprimierten KIR auf der Oberfläche vorzufinden (Margolin et al., 1997). 
Körpereigene Zellen besitzen die Fähigkeit, diesen Rezeptor bei Bindung zu aktivieren. Diese 
Aktivierung ist überlebenswichtig. Körperfremde Strukturen, Krankheitserreger oder auch 
Tumorzellen sind bei Bindung durch die CIK-Zellen nicht in der Lage, diese KIR-Aktivierung 
vorzunehmen. Dies führt zu einer Exozytose von zytoplasmatischen und mit dem Enzym 
BLT-Esterase (N-α-Benzyloxycarbonyl-L-Lysin Thiobenzolester) angereicherten Granula mit 
der Folge der Penetration der Zellmembranen der gebundenen Zielstrukturen (Wang et al., 
2002).  
Neben diesem durch die fehlende Aktivierung des KIR ausgelösten Mechanismus kann 
zudem ein monoklonaler Antikörper (mAK) gegen CD3 die Exozytose auslösen. Auch gibt es 
Hinweise dafür, dass eine zelluläre Interaktion zwischen LFA-1 (lymphocyte-function-
associated-antigen-1) und dem zugehörigen Liganden ICAM-1 (inercellular-adhesion-
molecule-1) von Bedeutung ist, da die Gabe von mAK gegen LFA-1 oder ICAM-1 die 
zytotoxische Wirkung blockieren kann. Ebenso scheinen VCAM-1 Wechselwirkungen mit 
VLA-4 (CD49d/CD29) eine Rolle zu spielen (Schmidt-Wolf et al., 1996; Lotze et al., 1980).  
Neben diesen zellulären Wirkmechanismen lassen sich in der Literatur Hinweise auf eine 
starke Sezernierung von Ifn-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-10 und GM-CSF finden. Vermutlich 
aktivieren die CIK über diese Mediatoren weitere Abwehrmechanismen (Baker et al., 2001; 
Zoll et al., 1998). 
1.1.3 Studienlage 
Eine Reihe von Studien und Veröffentlichungen belegen die Wirksamkeit von CIK-Zellen 
gegen verschiedene Tumorzelllinien. So konnte beispielsweise bereits eine einmalige Gabe 
von CIK-Zellen bei Mäusen, diese vor einer ansonsten letalen Dosis von BCL-1 Lymphom-
Zellen schützen (Edinger et al., 2003; Baker et al., 2001).  
CIK-Zellen (CIK) 
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Eine vergleichende Studie zeigte einen im Vergleich zu LAK-Zellen stärkeren inhibitorischen 
Effekt von CIK-Zellen auf das Wachstum von Tumorzellen einer HCC-Zelllinie 
(Hepatocelluläres Carcinom) in Balb/c Mäusen (Wang et al., 2002). 
In einer klinischen Phase I/II Studie wurde Patienten mit Morbus Hodgkin oder Non-
Hodgkin-Lymphom Blut entnommen, um daraus in vitro CIK-Zellen zu generieren, zu 
expandieren und in einem autologen Ansatz zu reinfundieren. Neben einer Verbesserung der 
klinischen Beschwerdesymptomatik ergab die Studie Hinweise dafür, dass die Therapie mit 
autologen CIK-Zellen technisch machbar und zudem auch sicher ist (Leemhuis et al., 2005). 
Auch Shi et al. infundierten HCC-Patienten in einem autologen Ansatz in vitro expandierte 
CIK-Zellen. Es ergaben sich ebenfalls keine Komplikationen und zudem eine Verbesserung 
des immunologischen Status (Shi et al., 2004). 
Jiang et al. konnten bei Patienten mit akuter Leukämie zeigen, dass die Kombination von 
Chemotherapie und Zelltherapie der alleinigen Chemotherapie in Hinsicht auf eine höhere 
CCR-Rate (continuous complete remission) überlegen ist (Jiang et al., 2005). 
Selbst die allogene Transfusion von CIK-Zellen im Rahmen einer donor-lymphocyte-infusion 
(DLI) nach allogener Stammzelltransplantation wurde bereits in mehreren Studien mit 
vielversprechenden Ergebnissen untersucht. DLI werden oftmals nach allogenen 
Stammzelltransplantationen durchgeführt, um einen graft-versus-tumor (GvT) Effekt zu 
erzielen. So publizierte eine Arbeitsgruppe im Jahr 2001 Ergebnisse einer Studie an Mäusen, 
die zuvor mit Lymphomzellen infiziert wurden. Die Mäuse erhielten eine allogene 
Stammzelltransplantation und im Anschluss, um den GvT auszunutzen, entweder 
unveränderte Spendersplenozyten oder aber CIK-Zellen. Einige Mäuse erhielten keine 
Donorlymphozyten nach Stammzelltransplantation. Die Mäuse, die keine DLI erhielten, 
starben an den Folgen des Lymphoms. Die Mäuse, die die unveränderten Spendersplenozyten 
erhielten, starben an einer akuten GvHD (Graft versus host disease). Die Mäuse, die die 
Spender-CIK-Zellen bekommen hatten, zeigten eine signifikante Lymphomreduktion und ein 
50% Langzeitüberleben bei keiner oder nur geringer GvHD (Verneris et al., 2001). Ein 
möglicher Zusammenhang hierfür wird mit der Produktion von Ifn-γ gesehen, da bei Ifn-γ 
knock-out Tieren dieser Effekt nicht zu beobachten war (Baker et al., 2001). 
2006 wurde in Stanford eine Studie am humanen System durchgeführt. 10 Patienten mit 
hämatologischen malignen Erkrankungen und allogener Stammzelltransplantation erhielten 
nach einem Relapse eine Donor-CIK-Zell-Infusion. 1 Patient entwickelte eine akute, 2 
Patienten entwickelten eine chronisch GvHD (Laport et al., 2006). Eine 2007 veröffentlichte 
italienische Studie an 11 Patienten mit hämatologisch malignen Grunderkrankungen und 
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Relapse nach allogener Stammzelltransplantation konnte diese Resultate untermauern und 
zeigte, dass die Rate an GvHD nicht höher als bei unmanipulierten Spenderlymphozyten ist. 4 
Patienten erlitten eine akute GvHD, 2 davon gingen in eine chronische GvHD über, 6 
Patienten erlitten einen Progress und verstarben, 1 Patient zeigte eine stabile Erkrankung, 1 
Patient erreichte eine Verbesserung seines Blutbildes und 3 Patienten verzeichneten eine 
komplette Response (Introna et al., 2007). 
1.1.4 Bisherige Ansätze zur Verbesserung der Kultivierungsbedingungen 
Physiologisch machen CIK-Zellen nur einen geringen Anteil (ca. 5%) der Lymphozyten aus 
(Schmidt-Wolf et al., 1994). Für eine effektive Antitumortherapie müssen die CIK-Zellen 
daher zuvor in vitro expandiert werden. Um eine möglichst hohe Ausbeute an CIK-Zellen zu 
erhalten, zielt eine Reihe von Untersuchungen darauf ab, die Kultivierungsbedingungen zu 
optimieren. So wurde z. B. die alternative Verwendung von IL-7 oder IL-12 anstelle von IL-2 
untersucht. Es zeigte sich, dass die CIK-Zellen unter der Stimulierung mit IL-12 eine im 
Vergleich zu mit IL-2 kultivierten CIK-Zellen höhere Zytotoxizität aufweisen, wohingegen 
kein Unterschied hinsichtlich der Zytotoxizität zwischen IL-7 und IL-2 gefunden werden 
konnte. Sowohl mit IL-7 als auch mit IL-12 stimulierte CIK zeigen jedoch geringere 
Proliferationsraten als mit IL-2 kultivierte CIK-Zellen (Märten, 2000; Zoll et al., 1998). 
Weitere Ansätze zur Verbesserung der Kultivierungsbedingungen untersuchen die 
Möglichkeiten der Kokultivierung von CIK-Zellen mit dendritischen Zellen. Aus einer Reihe 
von Publikationen geht hervor, dass eine Kokultivierung von CIK-Zellen und dendritischen 
Zellen zu einer Steigerung der Proliferationskapazität und auch Zunahme der Zytotoxizität 
von CIK-Zellen führt (Wei et al., 2010).  
Märten und Kollegen konnten zeigen, dass mit tumorspezifischer RNA und dem 
Tumorantigen CA19-9 beladene dendritische Zellen in der Kokultur mit CIK-Zellen deren 
Zytotoxizität z. B. gegen Myelom- oder Pankreaskarzinomzellen verstärken (Märten et al., 
2001; Märten et al., 2000). 
Eine andere Strategie besteht in der Transfektion von IL-2 Genen in die CIK-Zellen. Die so 
erhöhte Produktion von IL-2 potenziert die Zytotoxizität von mit dendritischen Zellen 
kokultivierten CIK gegen Pankreaskarzinomzellen (Nagaraj et al., 2004). Die Transfektion 
von CIK-Zellen z. B. mit Genen zur Expression von tumorspezifischen Rezeptoren (Marin et 
al., 2006) oder mit oncolytischen Viren (Thorne et al., 2006) stellt ein ähnliches Konzept dar. 
Ein weiterer Ansatz besteht in der Nutzung von bispezifischen Antikörpern (BsAb). So 
konnte die Zugabe von anti-CD3/anti-CA125- oder CD3/Her2-Heterokonjukaten eine CIK 
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induzierte Lyse gegen ansonsten CIK-Zell resistente Ovarialkarzinomzellen erzeugen (Chan 
et al., 2006). 
Spaggiari et al. untersuchten die Wechselwirkungen von MSC und NK-Zellen in der Kokultur 
und zeigten eine inhibitorische Wirkung der MSC auf NK-Zellen in Bezug auf 
Proliferationskapazität und Zytotoxizität (Spaggiari et al., 2006 und 2008).  
Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf das 
Wachstumsverhalten, den Oberflächenphänotyp, die Vitalität und die Zytotoxizität von CIK-
Zellen in einem Kokultursystem. 
1.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC) 
1.2.1 Allgemein 
MSC zählen zu den adulten Stammzellen. Sie sind multipotent, d. h. sie können sich im 
Gegensatz zu frühen omnipotenten Stammzellen nicht in jedes Körpergewebe 
ausdifferenzieren (Sethe et al., 2006). Ihre prospektive Potenz ist bereits eingeschränkt. MSC 
sind nicht unsterblich, wenngleich sich in vitro vor allem humane MSC durch eine hohe 
Proliferationsrate auszeichnen und sehr oft passagiert werden können.  
1.2.2 Differenzierung von MSC 
Der Name „mesenchymal“ impliziert eine Differenzierungsfähigkeit in diejenigen Gewebe, 
die ihren embryonalen Ausgang aus dem mittleren Keimblatt, dem Mesoderm, nehmen. Dazu 
zählen unter anderem das Binde-, Knorpel-, Knochen- und Muskelgewebe, das Gefäß- sowie 
das Urogenitalsystem und auch Teile des Nervengewebes (Sethe et al., 2006). Zu den aus 
MSC hervorgehenden Zellen gehören demnach Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten, 
Myoblasten sowie frühe Vorläuferzellen von Nervenzellen (Koga et al., 2007; Stolzing und 
Scutt, 2006; Pittenger et al., 1999). Zwar gehen auch Blutzellen aus dem Mesoderm hervor, 
jedoch nicht aus den mesenchymalen Stammzellen. Die Blutzellen entstehen aus den CD34+ 
hämatopoetischen Stammzellen (HSC), die zusammen mit den MSC (CD34-) im 
Knochenmark vorkommen (Chen 2002) und mit diesen vermutlich eine gemeinsame 
Vorläuferzelle besitzen (Włodarski 2011; Young und Black, 2004). Entsprechend der 
zahlreichen Differenzierungsmöglichkeiten finden sich MSC über den Körper ubiquitär 
verteilt und können aus den unterschiedlichsten Ursprungsgeweben isoliert werden. Hierzu 
zählen unter anderem: 
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• Nabelschnurblut (Lee et al., 2004) 
• Bindegewebe (Young et al., 1995) 
• Haut (Shih et al., 2005) 
• Synovialflüssigkeit (Jones et al., 2004) 
• Amnionflüssigkeit (Nadri und Soleimani, 2007) 
• Fett (De Ugarte et al., 2003) 
• Plazenta (Waller et al., 1995) 
• Fetale Leber (Wagey, 2008) 
• Lunge (Wagey, 2008) 
• Zähne (Nakashima und de Crombrugghe, 2003) 
• ZNS (Taupin und Gage, 2002) 
• Knochenmark (Stolzing und Scutt, 2006; Prockop et al., 2003; Sekiya et al., 2002; 
Dobson et al., 1999) 
 
Das Knochenmark stellt dabei die gebräuchlichste Quelle für die MSC-Gewinnung dar. Die 
CD34- MSC kommen dort neben den deutlich zahlreicheren CD34+ HSC vor. Auch wenn der 
genaue Anteil aufgrund von Altersunterschieden bei den Spendern, Abweichungen der 
Generierungsprotokolle untereinander und vielen weiteren Einflussfaktoren nur schwer zu 
schätzen ist, beläuft sich der Anteil von MSC an den Knochenmarkzellen Schätzungen 
zufolge auf Werte zwischen 0,01% - 0,001% (Götherström, 2007). 
1.2.3 Heterogenität und Einflussfaktoren der MSC - Identitätsproblematik 
Die MSC bilden eine außerordentlich heterogene Zellpopulation. Diese Heterogenität ist auf 
viele Einflussfaktoren zurückzuführen. Ein wichtiger Einflussfaktor besteht im sogenannten 
„microenvironment“ des Ursprunggewebes. Die umgebenden physikalischen, biologischen 
und chemischen Bedingungen spielen eine wichtige Rolle für das weitere 
Differenzierungsverhalten von Stammzellen. Bei der Isolierung der MSC beispielsweise aus 
Nabelschnurblut unterscheiden sich die Zellen im Vergleich zu aus Knochenmark 
gewonnenen Zellen in einer Vielzahl von Eigenschaften, wie z. B. Differenzierungsvermögen, 
Oberflächenphänotyp, Wachstumsverhalten etc. (Uccelli et al., 2006; Liechty et al., 2000). 
Selbst wenn man die Betrachtung beispielsweise auf Knochenmarkzellen reduziert, finden 
sich noch immer Unterschiede im Differenzierungsverhalten zwischen aus dem 
Unterkieferknochen oder aus dem Darmbeinkamm generierten MSC (Matsubara et al., 2004). 
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Im Folgenden sind weitere Einflussfaktoren, die zur Heterogenität beitragen, aufgelistet 
(Sethe et al., 2006): 
 
Einflussfaktoren bei der Generierung: 
• Unterschiedliche Ursprungsorgane (Knochenmark, Nabelschnurblut, Knorpel, Haut 
usw.) 
• Unterschiedliche Entnahmeorte (z. B. Knochenmark aus Beckenkamm, Sternum, 
lange Röhrenknochen) 
• Alter des Spenders (Fetus, Nabelschnurblut, Kind, Erwachsener, Seneszenz) 
• Gesundheitsstatus 
• Geschlecht des Spenders 
 
Einflussfaktoren bei der Kultivierung 
• Vorgehen beim Passagieren (Trypsinierung, Zellschaber) 
• Aussädichte 
• Mediumzusammensetzung/Zusätze 
• Häufigkeit des Mediumwechsels 
• Einsatz von sog. Feeder cells 
• Kultivierungsbedingungen (Temperatur, CO2-Gehalt) 
 
Die angeführten Heterogenitätsfaktoren machen jedoch nicht nur die Schätzung des Anteils 
der MSC an den Knochenmarkzellen schwierig, sie erzeugen darüber hinaus vor allem 
Identitätsunklarheiten. So verwundert es auch nicht, dass sich in der Literatur neben dem 
Ausdruck „mesenchymal stem cells“ zahlreiche Namensvarianten, wie z. B. „marrow stromal 
cells“, „colony-forming-unit-fibroblasts“, „non-haematopoietic stem cells“ u. a., die eine mehr 
oder weniger ähnliche, aber eben nicht identische Population beschreiben, widerfinden 
(Baksh et al., 2004; Young and Black, 2004). Angesichts dessen stellt sich die Frage nach 
Eigenschaften, anhand derer MSC identifizierbar und isolierbar sind. 
1.2.4 Charakterisierung von MSC 
Mit dieser Fragestellung konfrontiert, schlug die internationale Gesellschaft für Zelltherapie 
(ISCT) im Jahr 2006 Kriterien für humane MSC vor, die 1. die Adhärenz an 
Plastikoberflächen 2. eine oberflächenphänotypische Charakterisierung und 3. die Fähigkeit, 
sich in CFU-F-Assays in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten auszudifferenzieren, 
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umfassen (Dominici et al., 2006). Dass es an eindeutigen Kriterien mangelt, lässt sich daran 
erkennen, dass es nicht EIN definierendes Merkmal gibt, sondern dass erst die Kombination 
von verschiedenen Merkmalen das Vorliegen von humanen MSC wahrscheinlich macht. 
Erschwerend wird in der vorliegenden Arbeit mit murinen Zellen gearbeitet. Viele Kriterien 
sind zwar auf das murine System übertragbar, es lassen sich jedoch auch Unterschiede 
zwischen den Spezies feststellen (Krampera et al., 2007; Le Blanc, 2003). Aus diesem Grund 
werden die für diese Arbeit verwendeten MSC sowohl unter Berücksichtigung der ISCT-
Kriterien als auch unter Einbezug von Publikationen über murine MSC anhand folgender 
Eigenschaften charakterisiert: 
 
• Adhärenz an Plastikoberflächen (Dobson et al., 1999; Friedenstein et al., 1976) 
• Fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie (Sekiya et al., 2002; Friedenstein et al., 
1976) 
• Wachstum in Colony-forming-units und Differenzierungsfähigkeit zu Osteoblasten 
(Sethe et al., 2006) 
• Oberflächenphänotyp (Huiming et al., 2008; Wagey, 2008; Nadri und Soleimani, 
2007; Peister et al., 2004; Baddoo et al., 2003; Colter et al., 2001; Pittenger et al., 
1999; Phinney et al., 1999) 
 
Die Fähigkeit von MSC, an Plastikoberflächen zu adhärieren und sich in Kolonien zu 
vermehren sowie die morphologische Ähnlichkeit zu Fibroblasten beschreiben zwei 
grundlegende Eigenschaften. Dabei erfahren die MSC im Verlauf der Zellkultur typische, 
lichtmikroskopische Veränderungen in der Zellmorphologie. Das zu Beginn der Kultur 
hauptsächlich runde bis ovale Erscheinungsbild der noch kleinen Zellen weicht im Verlauf 
großen breiten Zellkörpern mit weitflächigen Ausläufern. Einige Autoren beschreiben die 
MSC entsprechend Größe und Morphologie. Sie unterteilen kleine, spindelförmige Zellen 
(RS-1A)1, größere spindelförmige Zellen (RS-1B) und noch größere spindelförmige Zellen 
(RS-1C) (Sekiya et al., 2002; Colter et al., 2001). 
Auch die Differenzierungsfähigkeit von MSC in CFU-F-Assays (colony-forming-unit-
fibroblast-assays) findet als charakterisierendes Merkmal Anwendung. Dabei bilden mit 
geringer Dichte ausgesäte MSC durch Teilung Kolonien. Durch Zugabe verschiedener 
                                                 
1
 RS: rapidly self-renewing 
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Medienzusätze differenzieren sich die Zellen dann in unterschiedliche Zelllinien 
(Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten), die abschließend mit speziellen Färbungen 
sichtbar gemacht werden können. 
Die Identifizierung anhand des Oberflächenphänotyps erweist sich indessen als nicht ganz 
trivial. In den Kriterien der ISCT und der Literatur wird zwar von einer Reihe phänotypischer 
Oberflächenmerkmale berichtet (Dominici et al., 2006), doch kommen die betreffenden 
Oberflächenmoleküle auch auf vielen anderen Zellen vor, sodass diese einzeln betrachtet als 
nicht spezifisch anzusehen sind. Die Angaben sind teilweise nicht eindeutig oder sogar 
widersprüchlich. Neben speziesabhängigen Unterschieden oder präanalytischen 
Schwierigkeiten bei der Wahl eines geeigneten Antikörpers ist dies sicherlich auch auf die 
bereits erwähnte ausgeprägte Heterogenität der MSC zurückzuführen. Es ist die Kombination 
dieser Marker, die die MSC dann schließlich als solche kennzeichnet. Im Diskussionsteil wird 
darauf näher eingegangen werden. 
1.2.5 Therapeutische Einsatzmöglichkeiten von MSC 
Auch wenn die MSC in ihren komplexen Wechselwirkungen auf zellulärer oder humoraler 
Ebene noch lange nicht erforscht sind, zeichnen sich hinsichtlich möglicher klinischer 
Einsatzmöglichkeiten drei Funktionen der MSC und damit 3 Einsatzschwerpunkte ab 
(Götherström, 2007): 
 
1. MSC als adulte Stammzellen  Gewebereparatur, Bioengineering 
2. MSC als sezernierende Zellen  „supporting cells“, „feeder cells“ 
3. MSC als Immunmodulatoren  Prophylaxe und Therapie GvHD 
 
1.2.5.1 MSC als adulte Stammzellen 
Aufgrund der nachgewiesenen Differenzierungsfähigkeit in mesenchymale Gewebe liegt der 
Gedanke an einen Einsatz von MSC im Bereich des bio engineering oder tissue repairing 
natürlich nah. Bereits in der Mitte des 19. Jahrhunderts ging Cohnheim davon aus, dass alle 
Zellen aus dem Blut stammen und damit im Knochenmark ihren Ursprung nehmen 
(Cohnheim, 1867). Neuere Erkenntnisse konnten zeigen, dass Gewebereparatur durch 
Stammzellen erfolgt, die in den betreffenden Geweben, wie Muskel, Knochen, Knorpel, Fett 
oder auch ZNS bereits ansässig sind. All diese in den unterschiedlichen Geweben ansässigen 
Zellen werden dabei wiederum von einem Pool nicht-hämatopoetischer-Zellen aus dem 
Knochenmark gespeist (Prockop et al., 2003; Liechty et al., 2000). 
Mesenchymale Stammzellen (MSC) 
12 
Im Gegensatz zu omnipotenten embryonalen Stammzellen weisen die multipotenten MSC 
zwar nicht die volle prospektive Potenz auf, doch sollen sie dafür zwei Vorzüge bieten, die 
erstgenannten fehlen. Zum einen existieren Berichte, wonach MSC im Gegensatz zu ihren 
potenteren Vorläuferzellen keine immunogene Wirkung hervorrufen (Prockop et al., 2003), 
was z. B. allogene Therapiestrategien ohne Verfügbarkeitsengpässe oder eine notwendige 
pharmakologische Immunsuppression ermöglicht. Zum anderen lassen sich bislang bei der in 
vivo Applikation von MSC keinerlei Hinweise auf die bei embryonalen Stammzellen zu 
beobachtende starke Tumorigenität finden, wenngleich hier kritisch angemerkt werden muss, 
dass Langzeitergebnisse bislang ausstehen und gerade in jüngerer Vergangenheit auch 
Hinweise dafür gefunden wurden, nach denen MSC zumindest auf einige Tumorentitäten 
einen wachstumsfördernden Impuls ausüben können (Kucerova et al., 2010). 
Die Fähigkeit, sich in vitro in Zellen wie Osteoblasten, Chondrozyten oder Adipozyten zu 
differenzieren, ist hinlänglich bewiesen (Pittenger et al., 1999). Aber auch in vivo sind bereits 
verheißungsvolle Erfolge im Bereich des bio engineering bzw. tissue repairing beschrieben 
worden (Bruder et al., 1998). Tierstudien ergaben, dass MSC sich nach Transfusion in 
verschiedenen Geweben ansiedeln und entsprechend der Umgebungsbedingungen 
ausdifferenzieren (Uccelli et al., 2006; Devine et al., 2003; Liechty et al., 2000). 
In klinischen Studien wurden Kinder, die unter der Knochenkrankheit Osteogenesis 
imperfekta leiden, mit MSC behandelt. Die Patienten zeigten eine geringere Inzidenz von 
Knochenfrakturen für die Dauer von ca. 1 Jahr (Horwitz et al. 1999). 
Auch für einen möglichen Einsatz von MSC in der Therapie von Parkinson und anderen ZNS-
Erkrankungen (Momin et al., 2010; Picinich et al., 2007), von Herz- und Lungenerkrankungen 
(Dubois et al., 2010; Lee et al., 2009), des Hurler’s Syndroms oder der Metachromatischen 
Leukodystrophie (Koç et al., 2002) sind Erfolge beschrieben.  
Allerdings ist bislang noch nicht abschließend geklärt, inwieweit diese Fortschritte auf eine 
tatsächliche Ausdifferenzierung zurückführbar sind. Dass die beobachteten Erfolge der MSC 
im Bereich der Gewebereparatur zumindest zum Teil auch auf anderen Mechanismen 
beruhen, zeigen z. B. Prockop et al. Die Gruppe vermochte in einem Kokultur System neben 
Ausdifferenzierung auch die Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und 
Zellfusionsvorgänge als infrage kommende Mechanismen aufzeigen (Prockop et al., 2003). 
 
1.2.5.2 MSC und HSC-Support im Rahmen von Stammzelltransplantationen 
Obgleich Stammzelltransplantationen von CD34+ Zellen in vielen Fällen eine hohe 
Erfolgsquote aufweisen, werden selbst bei autologen Transplantationen in ca. 5% der Fälle 
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nur verzögerte bzw. gar keine Implantationen beobachtet. Insbesondere Patienten mit low 
dose CD34+ Zelltherapie zeigen hohe Misserfolgsquoten. In diesem Zusammenhang konnte 
gezeigt werden, dass MSC das ex vivo Wachstum von CD34+ HSC unterstützen und die 
Thrombozytenbildung verbessern (Angelopoulou et al., 2003).  
Auch in vivo Versuche, in denen humane HSC in NOD-SCID Mäuse transplantiert worden 
sind, ergaben, dass zwar bei der Transplantation von hohen Zellzahlen eine Implantation 
auftritt, doch gerade wenn die Zahl an CD34+ HSC begrenzt ist, eine HSC Implantation nur 
stattfindet, wenn humane MSC koinfundiert werden. Dieser Effekt wird allerdings nicht bei 
Koinfusion von murinen MSC beobachtet (Maitra et al., 2004). 
Versuche, in denen humane MSC zusammen mit CD34+ HSC in fetale Schafe und 
immundefiziente Mäuse kotransplantiert wurden, zeigen ebenfalls eine verbesserte 
Implantation von Knochenmarkzellen (Huang et al., 2007). 
In einer Phase I Studie wurden Patientinnen mit Brustkrebs in einem autologen Ansatz CD34+ 
HSC und CD34- MSC kotransplantiert. Zwar konnten die Implantationsraten und 
Transplantatstabilitäten nicht mit einer Kontrolle verglichen werden, doch konnte gezeigt 
werden, dass die MSC-Infusion sicher ist (Koç et al., 2000). 
Die positiven Effekte konnten sowohl bei nativen, undifferenzierten MSC, als auch bei aus 
osteogenem Medium stammenden, teilweise bereits zu Osteoblasten ausdifferenzierten MSC 
beobachtet werden (Majumdar et al., 2000). 
Ein weiterer günstiger Umstand ergibt sich aus der bereits oben erwähnten Tatsache, dass 
humane MSC nicht bzw. nur schwach immunogen sind, sodass der Benefit auch bei einer 
Kotransplantation mit allogenen MSC ohne ein erhöhtes Risiko für das Auftreten einer GvHD 
möglich erscheint (Angelopoulou et al., 2003). 
Man geht davon aus, dass die MSC über die Produktion von Zytokinen, Chemokinen und 
weiteren Komponenten der extrazellulären Matrix Umgebungsbedingungen schaffen, welche 
die Ansiedlung und Proliferation der HSC begünstigen (Maitra et al., 2004). Es sind zwar 
bereits eine ganze Reihe der von MSC produzierten Mediatoren, wie z. B. IL-6, IL-11, LIF, 
SCF, Flt3, Adhäsionsmoleküle und Matrixproteine, wie VCAM1, E-Selectin, Collagen I, 
Fibronektin, GM-CSF (Angelopoulou et al., 2003; Majumdar et al., 1998) identifiziert, 
welche der Faktoren im einzelnen für die positiven Effekte auf die HSC-Transplantation 
verantwortlich sind, kann indes bislang nicht abschließend beantwortet werden.  
Auch wenn einiges dafür spricht, dass schwerpunktmäßig humorale Faktoren den die HSC-
Transplantation begünstigenden Effekt tragen, scheinen doch Zell-Zell-Kontakte gleichwohl 
eine gewisse Rolle zu spielen (Majumdar et al., 2003; Krampera et al., 2003). Auch ein 
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Schutz vor Zellverlust über das Retikuloendotheliale System (RES) wird diskutiert 
(Angelopoulou et al., 2003). 
 
1.2.5.3 MSC als Immunmodulatoren 
Trotz teilweise widersprüchlicher Berichte, werden MSC im Allgemeinen selbst nicht als 
immunogen angesehen (Spaggiari et al., 2006; Le Blanc, 2003). Auch bereits differenzierte 
MSC erzeugen keine Immunantwort (z. B. Huang et al., 2007; Maitra et al., 2004). Diese 
Eigenschaften machen die MSC für den klinischen Einsatz in welchem Gebiet auch immer 
ausgesprochen attraktiv.  
Dazu führen die in zahlreichen Veröffentlichungen beschriebenen immunmodulativen 
Eigenschaften von MSC zu Überlegungen, MSC zur Therapie von GvHD einzusetzen. 
Götherström berichtet z. B. von einem 9 Jahre alten Jungen, der unter einer akuten 
therapieresistenten Grad IV GvHD litt und mit einer haploidentischen MSC-Infusionstherapie 
(MSC stammen von der Mutter) behandelt wurde. Erfreulicherweise trat bereits kurz nach der 
Infusion eine objektiv messbare Besserung seiner klinischen Beschwerdesymptomatik ein. 
Unerwünschte Wirkungen, wie z. B. eine durch die MSC ihrerseits hervorgerufene 
Immunreaktion, waren nicht zu beobachten. Diese Resultate wurden bei weiteren 8 Patienten 
mit akuter GvHD und 1 Patienten mit chronischer GvHD bestätigt (Götherström, 2007). 
Kritisch zu hinterfragen bliebe hierbei noch, inwieweit durch die immunsuppressiven MSC 
mit einem gesteigerten Infektionsrisiko zu rechnen ist. Auch könnte der GvL (graft versus 
leukaemia) Effekt bei Patienten, die eine Knochenmarktransplantation im Rahmen einer 
Leukämietherapie erhalten, durch die Immunsuppression teilweise oder ganz aufgehoben 
werden. 
Die genauen Mechanismen sind bislang unverstanden. Als nachgewiesen gilt eine 
immunsuppressive Wirkung von humanen MSC auf T-Zellen. Diese hemmenden Einflüsse 
scheinen MHC-unabhängig zu sein und sowohl native als auch ausgereifte T-Zellen zu 
betreffen. Dabei gehen die T-Zellen jedoch nicht in die Apoptose und sie werden auch nicht 
anerg, worauf die Tatsache, dass die T-Zellen nach Entfernung aus dem MSC-Milieu wieder 
stimulierbar werden, hinweist (Le Blanc, 2003). 
Auch auf NK-Zellen (Spaggiari et al., 2006), B-Zellen (Stagg, 2006) und dendritische Zellen 
(Götherström, 2007) lassen sich von humanen MSC ausgehende immunsupprimierende 
Einflüsse nachweisen. 
Allerdings existieren gleichzeitig auch Hinweise für eine das Immunsystem stimulierende 
Wirkung von MSC (z. B. Spaggiari et al., 2008; Sotiropoulou et al., 2006; Stagg, 2006; Le 
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Blanc, 2003). Alles in allem scheinen die MSC jedoch die Waage der pro- und 
antiinflammatorischen Tendenzen zugunsten eines antiinflammatorischen Zustandes zu 
beeinflussen. Im Diskussionsteil wird diese Thematik noch einmal aufgegriffen werden. 
 
Nicht ganz klar ist weiterhin, in welchem Maß humorale Faktoren oder Zell-Zell-Kontakte im 
Rahmen dieser Interaktionen eine Rolle spielen. Für die humorale Komponente spricht, dass 
MSC in einer Kokultur mit von diesen durch eine semipermeable Membran getrennten T-
Zellen ebenfalls immunsuppressive Effekte zeigen (Rasmusson et al., 2005; Le Blanc et al., 
2004). Allerdings scheinen MSC diese humoralen Faktoren nicht von Haus aus zu 
produzieren, da Überstände aus MSC-Kulturen keinerlei suppressive Wirkungen zeigen, wohl 
aber zellfreie Überstände aus MSC-T-Zell-Kokulturen (Maitra et al., 2004). Es existieren 
Berichte, wonach tumor-growth-factor-ß (TGF-ß), hepatocyte-growth-factor (HGF), 
Prostaglandin-E2 (PG-E2) oder Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) eine Rolle spielen können 
(Spaggiari et al., 2008; Stagg, 2006; Aggarwal und Pittenger, 2005; Meisel et al., 2004).  
Argumente dafür, dass auch Zell-Zell-Kontakte für die Wechselwirkungen mit T-Zellen 
bedeutsam sind, liefern zum Beispiel Majumdar et al. Diese Gruppe beschreibt, dass MSC an 
CD4+ und CD8+ T-Zellen binden und CD4+ T-Zellen zur Proliferation und Zytokinsekretion 
anregen (Majumdar et al., 2003). Auch Krampera et al. berichten über Zell-Zell-Kontakt 
vermittelte Effekte (Krampera et al., 2003). 
2 Zielformulierung 
Bei der Therapie maligner Erkrankungen sieht sich die Medizin noch immer mit einer großen 
Herausforderung konfrontiert. Auf der Suche nach neuen Therapiemöglichkeiten bilden 
zelluläre Therapieansätze schon seit geraumer Zeit Gegenstand von Forschungsbemühungen. 
Der Einsatz von CIK-Zellen scheint dabei eine neue Strategie für die Therapie zahlreicher 
maligner Erkrankungen zu eröffnen. Erste Forschungsergebnisse liegen vor und werden als 
vielversprechend angesehen (Introna et al., 2007; Laport et al., 2006; Jiang et al., 2005; 
Leemhuis et al., 2005; Shi et al., 2004; Edinger et al., 2003; Wang et al., 2002). Allerdings 
sind CIK-Zellen in vivo nur begrenzt verfügbar. Erschwerend kommt hinzu, dass bei den 
bereits durch Chemo- u./o. Radiotherapie anbehandelten Patienten die Leukozytenzahlen 
meist ohnehin schon erniedrigt sind. Die für die Generierung der CIK-Zellen erforderlichen 
Blutentnahmen können daher eine erhebliche zusätzliche Belastung für den bereits durch 
Krankheit und Therapie geschwächten Organismus darstellen. 
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Aus diesem Grund wird nach Möglichkeiten gesucht, die in vitro Expansion von CIK-Zellen 
zu optimieren. Zahlreiche Ansätze waren und sind Gegenstand von wissenschaftlichen 
Untersuchungen, wie z. B. eine Optimierung der Zytokinstimulation (Märten, 2000; Zoll et 
al., 1998), gentechnische Ansätze (Nagaraj et al., 2004), der Einsatz von bispezifischen 
Antikörpern (Chan et al., 2006) oder die Kokultivierung von CIK-Zellen mit dendritischen 
Zellen (Wei et al., 2010; Kornacker et al., 2006).  
Vor diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit anhand des Mausmodells untersucht 
werden, inwieweit sich die in vitro Expansion von CIK-Zellen durch die Kokultivierung mit 
mesenchymalen Stammzellen optimieren lässt. Dazu werden aus murinen Knochenmark 
isolierte MSC und aus murinen Milzzellen generierte CIK-Zellen für 10 Tage kokultiviert und 
es soll der Einfluss auf das Wachstumsverhalten, den Oberflächenphänotyp, die Vitalität und 
die Zytotoxizität der CIK-Zellen untersucht werden.  
Um den Einfluss der MSC auf das Proliferationsverhalten zu untersuchen, werden die CIK-
Zellen zu im Vorfeld festgelegten Zeitpunkten lichtmikroskopisch unter Verwendung der 
Trypanblau Färbemethode gezählt. Zusätzlich werden CIK-Zellen in zellfreien MSC 
Überstandsmedien (konditionierte Medien) kultiviert, um einen möglichen Einfluss humoraler 
Wechselwirkungen auf das Wachstumsverhalten betrachten zu können. Des weiteren werden 
die Zellen durchflusszytometrisch analysiert, um Einflüsse auf den Phänotyp der CIK-Zellen 
zu erfassen. Der Einfluss auf die Vitalität der CIK wird sowohl lichtmikroskopisch anhand 
der Trypanblaufärbung als auch durchflusszytometrisch durch Anfärben der Zellen mit 7-
AAD untersucht. Die Zytotoxizität der CIK-Zellen wird mithilfe eines LDH-Freisetzungs 
Assays untersucht. Einige Kokulturen werden zudem mit DiD-markierten MSC durchgeführt, 
um Rückschlüsse auf das Schicksal der MSC in den Kokulturen und mögliche 
Interaktionsmechanismen ziehen zu können. Zur Charakterisierung der heterogenen MSC 
werden CFU-F-Assays zum Nachweis des kolonieartigen Wachstums sowie der 
charakteristischen Differenzierungsfähigkeit und FACS-Analysen durchgeführt. 
3 Material und Methoden 
3.1 Tiere 
Die für die Isolierung der Splenozyten und Knochenmarkzellen verwendeten Mäuse wurden 
im Medizinisch Tierexperimentellen Zentrum der medizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig entsprechend europäischer (Council Directive 86/609/EEC) und deutscher 
(Tierschutzgesetz) Richtlinien für des Wohlergehen von Tieren in der wissenschaftlichen 
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Forschung gehalten und großgezogen. Die Tötung der Tiere war bei der Landesdirektion 
Sachsen (TVV T13/09) angezeigt und von dieser genehmigt. 
3.2 Materialien 
3.2.1 Materialien für Zellkultur 
3.2.1.1 Allgemeine Materialien 
Bezeichnung Hersteller 
Sterile Werkbank HeraCell 240 mit 
Laminar Flow, Absaugvorrichtung 
Thermo Scientific  
Zentrifuge 3 SR+ Heraeus 
Zentrifuge für Eppendorfgefäße Eppendorf 54 17 R 
Inkubator Thermo Scientific 
Wasserbad CFL 
Mikroskop DMIL mit Kamera EC3 Leica 
Pipettboy (Pipetus) Hirschmann Laborgeräte 
Pipetten Gilson 
 
3.2.1.2 Einwegmaterialien 
Zur Anwendung gekommene Einwegmaterialien wurden unter der sterilen Werkbank für den 
jeweiligen Gebrauch geöffnet. Verpackungsoberflächen und verwendete Geräte wurden vor 
und nach der Benutzung durch Bacillol desinfiziert. Nicht vollständig verwendete Einheiten 
der Einwegmaterialien wurden wieder verschlossen und entsprechend behandelt.  
Bezeichnung Hersteller 
Zentrifugenröhrchen 50 ml und 15 ml, steril Greiner Bio One, Deutschland 
Filteraufsätze für Zentrifugenröhrchen (40 µm 
und 100 µm Filtergröße) 
Greiner Bio One, Deutschland 
Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, steril Corning Costar, Deutschland 
Suspensionskulturflaschen 50 ml, 25 cm2, steril Greiner Bio One, Deutschland 
Suspensionskulturflaschen 250 ml, 75 cm2, steril Greiner Bio One, Deutschland 
Gewebekulturflaschen 50 ml, 25 cm2, steril Greiner Bio One, Deutschland 
Gewebekulturflaschen 250 ml, 75 cm2, steril Greiner Bio One, Deutschland 
10 ml Spritzen Greiner Bio One, Deutschland 
Petrischalen (steril, für adhärent wachsende 
Zellkulturen, 5,5 und 9,6 cm Durchmesser) 
Greiner Bio One, Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio One, Deutschland 
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Eppendorf-Gefäße 1 ml Greiner Bio One, Deutschland 
Zellschaber (weich) Greiner Bio One, Deutschland 
Kanülen Sterican Gr.18, 0,45x25 mm, 26Gx1’’ Braun, Deutschland 
 
3.2.1.3  Reagenzien und Medien für Zellkultur 
Reagenzien Hersteller 
PBS-Puffer (1x) Invitrogen, Deutschland 
Erythrozyten-Lysis-Puffer Gibco, Invitrogen Deutschland 
Trypanblau (0,4%) Invitrogen, Deutschland 
Bacillol AF Bode, Deutschland 
Trypsin EDTA x10 (0,5%) Gibco, Invitrogen, Deutschland 
 
Zytokine Konzentration Hersteller 
Rekombinant-murines IL-2 300 U/ml Immunotools 
Rekombinant-murines Ifn-γ 1.000 U/ml Immunotools 
anti-CD3-Antikörper (OKT3) 50 ng/ml BD-Pharma 
 
Medium für CIK, MSC und 
Kokultur 
Menge/Konzentration Hersteller 
RPMI 1640 (mit Phenolrot) 500 ml Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Fetales Kälberserum (FCS) 10% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
1 M Hepes 1% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Gentamycin 0,5% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Mercaptoethanol 0,1% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Medium für Wehi 164 S Menge/Konzentration Hersteller 
RPMI 1640 (mit Phenolrot) 500 ml Gibco, Invitrogen, Deutschland 
FCS 10% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin 1% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
 
3.2.2 Materialien für FACS-Analyse 
3.2.2.1 Allgemeine Materialien für FACS-Analyse 
Bezeichnung Hersteller 
Durchflusszytometer FC500, Beckman Coulter 
FACS-Röhrchen (PS, GLKL) 5 ml Greiner Bio One, Deutschland 
PBS-Puffer Invitrogen, Deutschland 
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3.2.2.2 Antikörper und Verdünnungen 
Antikörper Isotyp Clon Verdünnung Hersteller 
Anti-CD3-FITC Ham IgG1, κ 145-2C11 1:100 Beckman Coulter 
Anti-CD4-PE Rat IgG2a, κ RM4-5 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD8-PE Rat IgG2a, κ 53-6.7 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD11b-PE Rat IgG2b M1/70 1:160 Beckman Coulter 
Anti-CD19-PE Rat IgG2a, κ 6D5 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD25-PE Rat IgM, κ 7D4 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD34-PE Rat IgG2a MEC 14.7 1:100 Caltag 
Anti-CD44-AF488 Rat IgG2b IM7 1:250 Biozol 
Anti-CD45-PE Rat IgG 13/2.3 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD49-PE Rat IgM, κ DX 5 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD69-PE Armen Ham IgG1, λ1 H1.2F3 1:250 Beckman Coulter 
Anti-CD73-PE Rat IgG1, κ TY/11.8 1:100 Biozol 
Anti-CD90 (Thy1.2)-FITC Rat IgG2b 30-H12 1:100 Miltenyi 
Anti-CD166-PE IgG2a, k ALC-48 1:100 Antikörper-Online 
Anti-NK1.1-PE Maus IgG2a, κ PK136 1:60 Beckman Coulter 
DiD cell-labeling   1:200 Vybrant 
7-AAD   1:100 Beckman Coulter 
Fc-Block   1:250 Beckman Coulter 
Kontrolle Isotyp HamIgG-FITC  1:250 Beckman Coulter 
Kontrolle Isotyp RatIgG2a-PE  1:250 Beckman Coulter 
Kontrolle Isotyp Maus IgG2a-PE  1:10 Beckman Coulter 
Kontrolle Rat IgG2a-AF488  1:100 Biozol 
 
3.2.3 Materialien für Zytotoxizitätsassay 
3.2.3.1 Allgemeine Materialien für Zytotoxizitätsassay 
Bezeichnung Hersteller 
ELISA-Reader  Sunrise Microplate-Reader von Tecan 
Fibrosarkomzelllinie Wehi 164 S DSMZ, Braunschweig 
12-Kanal-Pipette Eppendorf 
96-Well-Platten Greiner 
Zentrifugeneinsätze für 96-Well-Platten Heraeus 
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3.2.3.2 Reagenzien und Medien für Zytotoxizitätsassay 
Bezeichnung Hersteller 
Zytotoxic-Kit-Assay mit Reaktionsmix Roche 
Triton 100% X-100 Sigma Chemical 
 
Reaktionsmix (Cytotoxicity Detection Kit (LDH) 
Der Reaktionsmix, welcher im Kit enthalten ist, wurde entsprechend der Anleitung des 
Herstellers (Roche, Deutschland) kurz vor der eigentlichen Benutzung erstellt. Hierzu wurden 
der Katalysator (180 µl) und die Färbelösung (8,1 ml) miteinander vermischt und für die 
weiteren Experimente bereitgestellt.  
2% Triton X-100 (Endkonzentration im Assay 1%) 
Das eingesetzte 2% Triton X-100 wurde aus 100 µl 100% Triton X-100 und 4900 µl 
Zytotoxmedium erstellt und bis zur Verwendung in einem Zentrifugenröhrchen gelagert. 
 
Zytotoxmedium Menge/Konzentration Hersteller 
RPMI (ohne Phenolrot) 50 ml (pro 1x 96-Well-Platte) Gibco, Invitrogen, Deutschland 
FCS 2% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
1 M Hepes 2,5% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
rm IL-2 300 U/ml Immunotools 
 
3.2.4 Materialien für CFU-F-Assay 
3.2.4.1 Allgemeine Materialien für CFU-F-Assay 
Bezeichnung Hersteller 
pH-Meter Fisher Scientific 
Feinwaage Sartorius 
HCL (32%) Merck, Deutschland 
Ethanol Merck, Deutschland 
0,2 N Na(OH) Merck, Deutschland 
 
3.2.4.2 Medien und Reagenzien für CFU-F-Assay 
Normalmedium Menge/Konzentration Hersteller 
DMEM low glucose 500 ml Gibco, Invitrogen, Deutschland 
FCS 10% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin 1% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
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Osteogenes Medium Menge/Konzentration Hersteller 
DMEM low glucose 500 ml Gibco, Invitrogen, Deutschland 
FCS 10% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin 1% Gibco, Invitrogen, Deutschland 
Dexamethason 1 µl/ml AppliChem 
Askorbinsäure 50 µg/ml AppliChem 
 
Lösung für Färbung alkalische Phosphatase - Stocklösung 
0,2 M Tris  180 ml AppliChem 
Dimethylformamid 10 ml AppliChem 
H2O dest. 10 ml IZI Leipzig 
Naphthol ASBI 10 mg AppliChem 
   
Fast Red (vor Verwendung) 200 mg AppliChem 
 
Die Stocklösung wurde mit 32% iger HCL auf einen pH-Wert von 8,5 titriert und kühl 
gelagert. 
Erst unmittelbar vor der Verwendung erfolgte die Zugabe von 200 mg Fast Red (1 mg/ml). 
 
Methylenblau-Färbelösung Menge/Konzentration Hersteller 
Borsäure (pH 8,8) 10 mM AppliChem 
Methylenblau 1 mg/ml AppliChem 
 
3.3 Methoden 
3.3.1 Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung der Proliferationsassays, des Zytotoxizitätsassay und für die 
Analysen der Vitalitätsunterschiede wurde der Mann-Whitney-U-Test (Rangsummentest) 
verwendet. Bei diesem Test handelt es sich um einen parameterfreien bzw. verteilungsfreien 
Test (Spaggiari et al., 2008; Löffler et al., 2004, S. 56). Geprüft wurden Unterschiede auf 
einem Signifikanzniveau von α = 0,05. Die Berechnungen wurden mit SPSS (IBM SPSS 
Statistics 19) durchgeführt. 
Die auf den Abbildungen verwendeten Fehlerindikatoren beschreiben den Standardfehler des 
Mittelwertes (auch S.E.M.). Damit wird der Tatsache Rechnung getragen, dass die 
vorliegenden Messergebnisse lediglich als Schätzer der wahren Mittelwerte der 
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Grundgesamtheit aufgefasst werden können (Löffler et al., 2004, S. 36). Folgende Formel 
liegt den Berechnungen der S.E.M. zugrunde: 
 
 √[Σ(xi-µ)2 / (n-1)]     xi = gemessener Wert            µ = Mittelwert  
          √(n)       n = Anzahl Messwerte 
3.3.2 Zellkultur 
Sämtliche Zellkulturen fanden bei Umgebungsbedingungen von 5% CO2 und 37 °C im 
Zellinkubator (Thermo Scientific) statt. 
Zur Generierung der Zellen wurden die Tiere in der CO2-Box getötet und anschließend die 
Milzen sowie die Hinterläufe entnommen, um aus diesen die Milz- und Knochenmarkzellen 
zu isolieren. Die weiteren Schritte fanden im Zellkulturlabor unter einer sterilen Werkbank 
mit Laminar Flow und Absaugvorrichtung (Thermo Scientific) unter keimarmen Bedingungen 
statt. 
 
3.3.2.1 Mesenchymale Stammzellen (MSC) 
Die MSC wurden aus Knochenmark der langen Röhrenknochen der Hinterbeine (Femura, 
Tibiae) von C57/Black-6-Mäusen gewonnen. In Anlehnung an die von Dobson beschriebene 
Methode (Dobson et al., 1999) wurden die Knochen zunächst von Haut und Muskeln 
freipräpariert und im Anschluss die Markhöhlen durch Abtrennen der distalen und proximalen 
Knochenenden eröffnet. Anschließend wurden die so eröffneten Knochen in Eppendorfgefäße 
überführt und bei 250 g für 10 Min. zentrifugiert. Die Pellets wurden 3 mal in Kulturmedium 
resuspendiert und mit einer Dichte von 6 Mio. Zellen/ml in T25-Zellkulturflaschen (9 ml = 54 
Mio. Zellen) ausgesät. Mit Hinblick auf den adhärenten Wachstumscharakter der MSC wurde 
durch vorsichtiges Schwenken der Zellkulturflaschen darauf geachtet, dass sich die Zellen 
gleichmäßig auf die Oberflächen der Zellkulturflaschen verteilen. Ein Teil der Zellen wurde 
für die CFU-F-Assays verwendet. 
An Tag 3 wurde der Überstand und damit sämtliche sich in Suspension befindlichen Zellen 
verworfen und die Zellkulturflaschen wurden mit PBS-Puffer gewaschen, bevor die Zugabe 
von frischem Medium erfolgte. Auf diese Art und Weise erfolgte in der Kultur eine 
Selektionierung auf die adhärent wachsenden mesenchymalen Stammzellen (Sekiya und 
Larson, 2002). Im weiteren Verlauf wurde das Medium in Abhängigkeit vom Farbumschlag 
alle 3 – 4 Tage erneuert. Ein Teil der MSC wurde an Tag 7 mit CIK-Zellen kokultiviert.  
 
S.E.M. = 
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3.3.2.2 CIK-Zellen (Kontrollen) 
Um CIK-Zellen zu gewinnen, wurden murine Milzen auf einer Petri-Schale in einer PBS-
Lösung (mit Zusatz von 1% FCS und 0,5% Gentamycin) durch ein Filtersieb (Porengröße: 
100 µm) püriert. Anschließend wurde die auf diese Weise entstandene Zellsuspension durch 
mehrmaliges Waschen und einmalige Inkubation des Pellets mit Erythrozyten-Lysis Puffer 
für 1 Min. weitgehend von Erythrozyten befreit, dann in Kulturmedium aufgenommen und 
gezählt. Schließlich wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 2 Mio. Zellen/ml in T75-
Zellkulturflaschen für Suspensionszellen überführt, mit 1.000 U/ml rm-Ifn-γ versetzt und 
anschließend im Zellinkubator inkubiert. Nach einem Tag (Tag 1 der Zellkultur) erfolgte die 
Zugabe von 50 ng/ml OKT-3 sowie von 300 U/ml rm-IL-2. Ab jetzt wurden die Zellen 
regelmäßig an den Tagen 3, 7, 11 und 14 passagiert, mit frischem Medium sowie rm-IL-2 
versehen und gezählt (Baker et al., 2001; Schmidt-Wolf et al., 1997; Schmidt-Wolf und 
Negrin, 1991).2 Ein Teil der Zellen wurde ab Tag 7 in Anwesenheit von MSC weiterkultiviert.  
 
3.3.2.3 Kokultur 
An Tag 7 wurde der Mediumüberstand aus den nahezu konfluent bewachsenen MSC-
Zellkulturflaschen entfernt. Aus in unserem Labor im Vorfeld durchgeführten Versuchen (hier 
nicht gezeigt) ging hervor, dass sich in solch nahezu konfluent bewachsenen T-25 MSC-
Zellkulturflaschen ca. 0,8 Mio. MSC befinden. Im Anschluss wurden gleichfalls 7 Tage alte, 
allogene CIK-Zellen sowie frisches Medium auf den MSC-Zellrasen gegeben, sodass sich 
schließlich ein CIK : MSC-Verhältnis von 4,5:1 ergab (3,6 Mio. CIK und 0,8 Mio. MSC in 9 
ml Medium pro T25-Zellkulturflasche). Außerdem wurde rm-IL-2 in entsprechender Menge 
(300 U/ml) hinzugefügt. 
Im weiteren Verlauf wurden die Kulturen an den Tagen 11 und 14 (wie auch die Kontrollen) 
unter Zugabe von frischem Medium und Ersatz von rm-IL-2 passagiert. Hierfür wurde ein 
Teil des Mediums (2/3 bzw. 1/2) und damit der gleiche Anteil der in Suspension wachsenden 
CIK-Zellen (also ebenfalls 2/3 bzw. 1/2) aus den Zellkulturflaschen entfernt und durch 
frisches Medium sowie der entsprechenden Menge rm-IL-2 ersetzt. Am Ende dieses 
Vorganges waren sämtliche in Suspension wachsenden Zellen (also die CIK) im Verhältnis 
1:3 bzw. 1:2 gesplittet. Aus der Konzentrationsbestimmung der sich im entfernten 
Überstandsmedium befindlichen CIK-Zellen erfolgte durch Hochrechnung die Ermittlung der 
                                                 
2
 Diese Tage hatten sich bei Voruntersuchungen unter den Gesichtspunkten Farbumschlag des Mediums und 
Zelldichte als günstige Zeitpunkte für die Passagierung erwiesen 
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Gesamtzellzahlen. Der adhärente MSC-Rasen erfuhr keine Splittung und ging unverändert in 
die weitere Kokultur ein.  
Folgende Darstellung veranschaulicht den Experimentablauf graphisch:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematischer Ablauf Kokultur 
An Tag 0 erfolgte die Inkulturnahme der CIK-Zellen (Splenozyten) und der MSC (Knochenmarkzellen). Die 
Splenozyten wurden zudem durchflusszytometrisch analysiert. Nach 7 Tagen in Kultur wurde ein Teil der CIK 
und ein Teil der MSC zusammengeführt (Kokultur) und weiterkultiviert, einige der Zellen dienten als Kontrollen 
und einige wurden durchflusszytometrisch analysiert.  
Nach 7 Tagen Kokultur (Tag 14) wurden die CIK (Suspensionszellen) und die MSC (adhärent wachsend) separat 
voneinander geerntet und hinsichtlich Oberflächenphänotyp und Zytotoxizität (nur CIK) untersucht.  
Einige der kokultivierten CIK-Zellen wurden zu bislang noch nicht in einer Kokultur verwendeten MSC gegeben 
(Restimulierung) und für weitere 3 Tage kultiviert. 
 
3.3.2.4 Kultur in MSC-konditioniertem Medium 
Um den Einfluss von humoralen Wechselwirkungen auf den beobachteten Anstieg der 
Proliferationsrate zu untersuchen, wurde ein Teil der CIK-Zellen ab Tag 7 mit zellfreiem 
Überstandsmedium von MSC (konditioniertes Medium) kultiviert. Dazu wurde das 
Überstandsmedium aus den die MSC beinhaltenden Zellkulturflaschen entnommen und in 
einem Falconröhrchen gesammelt. Im Anschluss wurde das Medium zentrifugiert (250 g, 5 
Min.). Vom Überstand wurden nur die oberen Anteile für den weiteren Versuch verwendet (2 
ml Rest blieben im Falcon). So sollte verhindert werden, dass einige zufällig vom Boden der 
Zellkulturflasche abgelöste MSC in Kontakt mit den CIK-Zellen geraten. 
Aus den die CIK-Zellen enthaltenden Zellkulturflaschen wurden nach Resuspendieren 2/3 des 
Volumens entnommen und diese durch konditioniertes Medium und rm-IL-2 in 
entsprechender Menge ersetzt. Auf diese Weise erfuhren die CIK-Zellen letztlich eine 1:3 
Passagierung mit 2/3 Teilen konditionierten Mediums.  
Kontrollen 
CIK 
MSC 
Kontrollen 
Tag 7 
FACS 
Kokulturbeginn 
Tag 14 
FACS 
Tag 14 
FACS 
Zytotox-Assay 
Tag 0 
FACS 
Inkulturnahme CIK und MSC 
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Für die weitere Kultivierung und Passagierung wurde nach dem gleichen Prinzip 
vorgegangen. 
 
3.3.2.5 Restimulierung der kokultivierten CIK-Zellen 
Im Gegensatz zu dem für die Kokultur geschilderten Vorgehen, bei dem die kokultivierten 
CIK-Zellen zwar gesplittet wurden, der MSC-Zellrasen jedoch unverändert in die weitere 
Kultur einging, wurde bei dem Restimulationsversuch ein Teil der kokultivierten CIK an Tag 
14 auf einen frischen MSC-Zellrasen gegeben. Dazu wurden an Tag 14 aus den 
Kokulturflaschen 3 ml der CIK-Zellsuspension entnommen und in frische, mit MSC nahezu 
konfluent bewachsene Zellkulturflaschen überführt. Zu den 3 ml CIK-Zellsuspension wurden 
weitere 6 ml frisches Medium und rm-IL-2 in der entsprechenden Menge (1.800 U) gegeben. 
Die CIK-Zellen erfuhren damit eine 1:3 Splittung.  
 
3.3.2.6 Zellkultur der Wehi 164 S (Targetzellen) 
Für eine qualitative Analyse wurde die Zytotoxizität der CIK-Zellen gegen eine 
Fibrosarkomzelllinie (Wehi 164 S) untersucht. Diese adhärent wachsenden Tumorzellen 
wurden mit einer Zelldichte von 1,5 Mio. Zellen/75 cm² ausgesät und alle 2 – 3 Tage mit 
0,05% Trypsin/EDTA geerntet und passagiert. Es wurde darauf geachtet, dass die einem 
Experiment vorausgehende Passagierung mindestens 2 Tage zurücklag. 
 
3.3.2.7 Zellzahlbestimmung 
Die Zellzählungen wurden mit einer Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop 
durchgeführt. Es handelt sich bei der Neubauer-Kammer um einen plangeschliffenen in 1x1 
mm große Quadrate eingeteilten Objektträger mit darauf befindlichen Glasstegen, auf die ein 
Deckgläschen durch sanften Druck geschoben wird, sodass ein Raum definierter Höhe (0,1 
mm) entsteht (Die korrekte Lage des Deckgläschens erkennt man an dem Erscheinen von 
sogenannten Newton’schen Ringen bei Lichteinfall aus einem bestimmten Winkel). Im 
Anschluss wird ein definiertes Volumen eines Zell-Medium-Gemisches (hier 90 µl) mit 
unbekannter Zellkonzentration zu einem definierten Volumen Trypanblau (hier 90 µl) 
gegeben und gründlich resuspendiert (Verdünnung 1:2). Mit einer Eppendorf-Pipette wird 
dieses Zell-Medium-Trypanblau-Gemisch schließlich vorsichtig von der Seite neben den 
Rand des Deckgläschens auf die Neubauer-Kammer pipettiert. Durch Kapillarwirkung saugt 
sich der Hohlraum mit einem definierten Volumen (0,1 µl) voll. Unter dem Lichtmikroskop 
erkennt man schließlich ein Muster verschiedener Quadrate, in denen die Anzahl der Zellen 
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ausgezählt wird. Die Zellkonzentration im Ausgangsvolumen berechnet sich schließlich nach 
folgender Formel:  
 
Anzahl Zellen/ml = Zellzahl je Großquadrat x 10.000 x Verdünnungsfaktor 
 
Da der verwendete Farbstoff Trypanblau die bei toten Zellen beschädigten Zellmembranen zu 
durchdringen vermag, erscheinen abgestorbene Zellen blau, während vitale Zellen gelb 
leuchten. Aus den Kokulturen wurden jeweils die sich in Suspension befindlichen CIK-Zellen 
gezählt. Die MSC erfuhren keine Passagierung und konnten – da sie im Rahmen der 
Kokulturversuche nicht geerntet worden – nicht gezählt werden. 
 
Sämtliche CIK-Zellkulturen wurden an Tag 0, 3, 7, 11, 14 und 17 gezählt. 
 
3.3.3 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 
Ab den späten 1960iger Jahren wurde die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie zur 
Grundlagentechnik in der Immunologie. Mit dieser Methode können Zellen anhand ihrer 
Oberflächenmoleküle beschrieben und identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde 
jeweils an den Tagen 0 (Inkulturnahme), 7 und 14 ein Teil der Zellen durchflusszytometrisch 
auf eine Reihe von Oberflächenantigene analysiert, um eventuelle durch die Kokultivierung 
bedingte oberflächenphänotypische Veränderungen der CIK-Zellen zu erfassen. Ferner diente 
die FACS-Analyse der Identifizierung der verwendeten Zellen als CIK bzw. MSC und der 
Vitalitätsbeurteilung. 
 
3.3.3.1 Prinzip Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie erlaubt es, quantitative und qualitative Aussagen hinsichtlich 
physikalischer und molekularer Eigenschaften von Zellen in einem Flüssigkeitsstrom zu 
treffen. Bei den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimenten fand ein 2-Laser-
Gerät der Firma Beckman Coulter Anwendung. Das Gerät arbeitet auf der Basis von mit 
Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochromen) gelabelten Antikörpern, die spezifisch an die 
interessierenden Oberflächen-Antigene binden. Durch hydrodynamische Fokussierung 
erreicht man, dass die Zellen perlenkettenartig hintereinander aufgereiht einen gebündelten, 
monochromatischen Laserstrahl mit einer für den Fluoreszenzfarbstoff geeigneten 
Wellenlänge (Absorptionsspektrum) passieren. Dies hat zur Folge, dass die Elektronen des 
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Farbstoffes kurzzeitig auf ein höheres Energieniveau gehoben werden, um unter Emission von 
Photonen auch gleich wieder auf das Ausgangsniveau zurückzufallen (Emissionsspektrum). 
Die Menge der emittierten Photonen wird durch einen Detektor registriert und steht in direkt 
proportionaler Beziehung zur Menge gebundener Antikörper. Aufgrund der Tatsache, dass es 
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe mit jeweils charakteristischen Emissionsspektren gibt, 
können mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig gemessen werden. Lichtbeugung und 
Lichtstreuung liefern zusätzlich Informationen über die Zellgröße und die Granularität der 
Zellen. 
Die Tabelle 1 zeigt die verwendeten Fluorochrome mit den spezifischen Anregungs- und 
Emissionswellenlängen auf. 
 
Fluorochrom Abkürzung Absorptionswellenlänge Emissionswellenlänge Kanal 
Fluorescein-
isothiocyanate 
FITC 488 nm 525 nm FL 1 
R-Phycoerythrin PE 488 nm 575 nm FL 2 
Alexa Fluor 488 AF 488 488 nm 519 nm FL 1 
7-Aminoactinomycin 7AAD 488 nm 655 nm FL 4 
Vybrant DiD cell-
labeling 
DiD 644 nm 665 nm Fl3/Fl4 
Tabelle 1: Fluorochrome mit Anregungs- und Emissionswellenlängen 
 
3.3.3.2 Durchführung Durchflusszytometrie 
Die als Suspensionskultur wachsenden CIK-Zellen wurden zunächst in PBS-Puffer 
gewaschen und aufgenommen. Die adhärent wachsenden MSC wurden ebenfalls mit PBS-
Puffer gewaschen und anschließend unter Zuhilfenahme von weichen Zellschabern möglichst 
schonend von der Oberfläche losgeschabt und auch in PBS-Puffer überführt. Sämtliche 
schließlich in PBS-Puffer aufgenommenen Zellen wurden auf eine Konzentration von 2 
Mio./ml eingestellt. Es schloss sich eine 5 minütige Inkubation der Zellen mit Fc-Block 
(Beckman Coulter) (0,2 µg/200.000 Zellen) bei 4 °C an, um unspezifische Bindungen der im 
nächsten Behandlungsschritt zugeführten Fluorochrom-konjugierten Antikörper zu 
reduzieren. Während die Zellen mit Fc-Block inkubierten, wurden die Antikörper in den o. g. 
Konzentrationen in die FACS-Röhrchen vorgelegt. Anschließend wurden in jedes dieser 
Röhrchen 100 µl (200.000 Zellen) der mit Fc-Block behandelten Zellsuspension pipettiert. 
Die so mit den Antikörpern versetzten Zellen wurden schließlich im Kühlschrank bei 4 °C für 
20 Min. inkubiert, damit die Antikörper an ihr Antigen binden konnten. Bei diesen Vorgängen 
wurde stets darauf geachtet, die Lichtexposition der Antikörper möglichst gering zu halten.  
Methoden 
28 
Nach der Inkubation wurden 500 µl PBS-Puffer in jedes Röhrchen gegeben und die Röhrchen 
bei 250 g für 5 Min. zentrifugiert. Anschließend wurden der Überstand und damit sämtliche 
Antikörper, die keine Bindungsstelle an den Zellen gefunden hatten, abgekippt. Zurück im 
Röhrchen blieb lediglich das Zellpellet mit an den Zellen gebundenen Antikörpern. 
Anschließend wurde dieser Waschschritt noch einmal wiederholt und das Pellet erneut in 500 
µl PBS-Puffer aufgenommen sowie resuspendiert. Da bei den Messungen ausschließlich 
Primärantikörper, d. h. bereits mit einem fluoreszierenden Farbstoff (FITC, PE, AF 488) 
konjugierte Antikörper Anwendung fanden, entfiel die sich andernfalls jetzt anschließende 
Färbung mit den Sekundärantikörpern.  
Abschließend wurden in jedes Röhrchen 5 µl 7-AAD hinzugegeben und der Ansatz noch 
einmal für 5 Min. bei 4 °C inkubiert. Bei 7-AAD handelt es sich um einen Farbstoff, der die 
bei toten Zellen beschädigten Membranen zu durchdringen vermag und mit der DNA toter 
Zellen interkaliert. Dies ermöglicht eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen, 
sodass bei der späteren Auswertung die Betrachtungen auf die lebenden Zellen fokussiert und 
außerdem Rückschlüsse auf den Einfluss der MSC auf die Vitalität gezogen werden konnten. 
Die Zellen waren nun vorbereitet für die Messungen. Gemessen wurden pro Antikörper 
10.000 Zellen. Als Kontrollen dienten entweder die Isotypenkontrollen bzw. die 
Autofluoreszenzen. Es wurde bei allen Messungen jeweils auf die lebenden Zellen gegated. 
3.3.4 Markierung der MSC mit DiD 
3.3.4.1 Prinzip der Markierung 
Um Erkenntnisse über das Schicksal der MSC in der Kokultur zu gewinnen, wurde ein Teil 
der MSC mit einem fluoreszierenden Farbstoff gelabelt (DiD, cell-labeling solution, 
invitrogen). Der in dieser Arbeit verwendete lipophile Lebend-Farbstoff färbt Membranen und 
andere hydrophobe Strukturen und ist durchflusszytometrisch im FL3/FL4 Kanal (658 – 670 
nm) detektierbar. Aufgrund dieser Eigenschaften ist der Farbstoff hervorragend für die 
Markierung und spätere Wiedererkennung von Zellen, z.B. bei der Durchführung von in-vivo-
Assays, geeignet (http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp22885.pdf). 
 
3.3.4.2 Durchführung DiD-Labeling 
Bereits einen Tag vor Beginn der Kokultur (also an Tag 6) wurde das Überstandsmedium aus 
den die MSC enthaltenden T-25 Zellkulturflaschen abgesaugt und durch 3,5 ml mit DiD 
versetzten Mediums (5 µl DiD/ml Medium) ersetzt. Im Anschluss wurden die 
Zellkulturflaschen für 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Nach 
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Ablauf dieser Zeit wurde das DiD-haltige Medium abgesaugt und die nun gefärbten 
adhärenten MSC wurden, um jegliche nicht gebundenen DiD-Reste zu entfernen, mehrmals 
mit PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurde frisches (DiD-freies) Medium 
hinzugegeben. Damit waren die MSC mit DiD gelabelt und wurden für einen weiteren Tag bis 
zum Beginn der Kokultur in den Inkubator gestellt. 
An Tag 7 wurde ein Teil der mit DiD gelabelten Zellen geerntet, 4 x mit PBS-Puffer 
gewaschen und durchflusszytometrisch untersucht (Positivkontrolle). Zuvor wurden die 
Zellen zusätzlich mit Antikörpern gegen CD3 und CD25 gefärbt. Als Negativkontrolle diente 
die Messung der Autofluoreszenz von ungelabelten MSC. 
Alle übrigen gelabelten MSC gingen, nachdem auch diese 4 x mit PBS-Puffer gewaschen 
worden waren3, gemäß des oben beschriebenen Verfahrens in eine Kokultur ein. 
Abweichend vom Protokoll für die Kokulturen wurden die Suspensionszellen und die 
adhärenten Zellen bereits nach einer Inkubationszeit von 4 h und von 24 h geerntet und – nach 
einer Reihe von weiteren Waschschritten – mit Antikörpern gegen CD3 sowie CD25 
angefärbt und getrennt voneinander durchflusszytometrisch untersucht. 
3.3.5 Zytotoxizitätsassay (LDH-Freisetzungsassay)  
Um zusätzlich Aussagen über die Zytotoxizität der CIK-Zellen und eventuelle Einflüsse durch 
die Kokultivierung mit MSC treffen zu können, wurde weiterhin ein Laktat-Dehydrogenase-
Freisetzungs-Assay (Roche) durchgeführt. Bei diesem Assay handelt es sich um eine nicht-
radioaktive Alternative zu den üblichen auf die radioaktiven Elemente 3H-Thymidin oder 51Cr 
basierenden Methoden zur Messung von Zelluntergängen.  
Somit konnten sowohl quantitative Erkenntnisse aus der Analyse der Wachstumskurven 
gewonnen als auch qualitative Aussagen mithilfe der aus den FACS-Analysen sowie aus den 
Ergebnissen des Zytotox-Assays gesammelten Daten getroffen werden. 
 
3.3.5.1 Prinzip Zytotoxizitätsassay 
Dieser Test basiert auf der bei Zelluntergängen hervorgerufenen Freisetzung des Enzyms 
Laktatdehydrogenase (LDH) in das umgebende Medium. Die freigesetzte LDH katalysiert 
dabei folgende Reaktion: 
 
                                                 
3
 Das besonders gründliche Waschen im Zusammenhang mit dem DiD-Farbstoff war notwendig, damit auch alle 
Reste von nicht an MSC gebundenen Farbstoff entfernt wurden. Etwaige Rückstände könnten andernfalls die 
nun frisch dazugegebenen CIK-Zellen ebenfalls markieren. 
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       LDH 
Laktat         Pyruvat 
 
   NAD+   NADH/H+ 
 
Formazan Salz        Tetrazolium Salz  
(rot)         (blass-gelb) 
   Katalysator 
 
Im ersten Schritt der enzymatischen Reaktion wird das NAD+ (Nicotinsäureamid-Adenin-
Dinukleotid) durch die enzymatische Umsetzung von Laktat in Pyruvat zu NADH/H+ 
reduziert. In einem weiteren Schritt wird durch einen dazugegebenen Katalysator 
(Diaphorase) H/H+ vom NADH/H+ auf das ebenfalls dazugegebene Tetrazoliumsalz INT [2-
(4-Iodophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyltetrazolium Chlorid; gelblich] übertragen, welches 
dann zum rötlichen Formazan reduziert wird. 
Anhand des auftretenden Farbumschlages vermag man mithilfe einer Extinktionsmessung die 
LDH-Freisetzung zu quantifizieren, die direkt mit der Menge an Zelluntergängen und damit 
der Zytotoxizität korreliert. 
(https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11644793001_en_07.pdf) 
 
3.3.5.2 Durchführung Zytotoxizitätsassay 
Die Zytotoxizitäts-Assays wurden jeweils an Tag 14 durchgeführt (die kokultivierten CIK-
Zellen befanden sich somit 7 Tage in Kokultur).  
Dazu wurden die Targetzellen (Fibrosarkomzelllinie Wehi 164 S) geerntet, bei 250 g für 5 
Min. zentrifugiert, gewaschen und schließlich in 1 ml Zytotoxmedium resuspendiert. 
Anschließend wurde die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zählkammer ermittelt und die Zellen 
wurden auf eine Dichte von 10.000 Targetzellen/ml eingestellt. Von dieser 
Targetzellsuspension wurden jeweils 100 µl (1.000 Targetzellen) gemäß des untenstehenden 
Schemas in einer 96-Well-Platte aufgetragen (vgl. Tabelle 2).  
Darauf folgend wurden auch die CIK-Zellen (Effektorzellen) geernet, gewaschen, gezählt, in 
Zytotoxmedium (0,5 Mio./ml) aufgenommen und in der für die jeweilige Ratio erforderlichen 
Menge zu den entsprechenden Wells dazugegeben (Menge Targetzellen fix: 1.000 
Targetzellen in 100 µl pro Well, Menge Effektorzellen entsprechend der Ratio variierend). 
Jedes Well wurde schließlich mit Zytotoxmedium auf ein Endvolumen von 200 µl aufgefüllt. 
Weiterhin wurden die Kontrollen und Blanks (Leerwerte) aufgetragen: 
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Der Blank 1 erhält 200 µl Zytotoxmedium/Well, in Blank 2 wurden in jedes Well 100 µl 
Zytotoxmedium und 100 µl Triton pipettiert. Die Wells für die Targetspontanfreisetzung 
(TSF) erhielten jeweils 100 µl Zytotoxmedium und 100 µl der Target-Zellsuspension (1.000 
Zellen), die für die Targetmaximalfreisetzung (TMF) jeweils 100 µl Triton (zerstört die 
Zellmembranen und führt zur Lyse sämtlicher Zellen) und 100 µl der Target-Zellsuspension. 
Zur Ermittlung der Effektorspontanfreisetzung (ESF) wurden die den Ratios entsprechenden 
Mengen an CIK-Zellen in die jeweiligen Wells gegeben und diese dann mit Zytotoxmedium 
auf 200 µl aufgefüllt. 
Zur Veranschaulichung des Ansatzes hilft das folgende Schema: 
 
 
 
 
 
 
ITF     induzierte Targetfreisetzung  Wehi 164 S + CIK (entsprechend der Ratios) 
Blank 1     Zytotox-Medium 
Blank 2     Zytotox-Medium + 2% Triton 
TSF   Targetspontanfreisetzung  Wehi 164 S 
TMS  Targetmaximalfreisetzung  Wehi 164 S + 2% Triton  
ESF   Effektorspontanfreisetzung  CIK-Zellen (entsprechend der Ratios) 
 
 Gesamtvolumen in jedem Well: 200 µl 
 
Tabelle 2 Pipettierschema: 96-Well-Platten für Zytotoxassay 
 
Nachdem die Zellen in die 96-Well-Platten gemäß dem Schema in Tabelle 2 ausgesät worden 
waren, wurden die Ansätze für 4 h bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Im 
Anschluss wurden die 96-Well-Platten bei 250 g für 10 Min. zentrifugiert und 100 µl des 
LDH-haltigen Überstandes mit einer 12-Kanal-Pipette in frische 96-Well-Platten übertragen. 
Hierbei musste sorgfältig darauf geachtet werden, das sich am Boden der 96-Well-Platte 
befindliche Zellpellet nicht aufzuwirbeln (Die in der Folge dann zwangsläufig erfolgte 
Mitübertragung von Zellen hätte bei der späteren Extinktionsmessung verfälschte Werte 
geliefert). Nach Übertragung der zellfreien Überstände in frische 96-Well-Platten wurden 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Blank 1 Blank 1 Blank 1 Blank 1 Blank 1 Blank 1 Blank 2 Blank 2 Blank 2 Blank 2 Blank 2 Blank 2
TSF TSF TSF TSF TSF TSF TMF TMF TMF TMF TMF TMF
ITF 1:1 ITF 1:1 ITF 1:1 ITF 30:1 ITF 30:1 ITF 30:1 ESF 1:1 ESF 1:1 ESF 1:1 ESF 30:1 ESF 30:1 ESF 30:1
ITF 5:1 ITF 5:1 ITF 5:1 ITF 40:1 ITF 40:1 ITF 40:1 ESF 5:1 ESF 5:1 ESF 5:1 ESF 40:1 ESF 40:1 ESF 40:1
ITF 10:1 ITF 10:1 ITF 10:1 ITF 50:1 ITF 50:1 ITF 50:1 ESF 10:1 ESF 10:1 ESF 10:1 ESF 50:1 ESF 50:1 ESF 50:1
ITF 20:1 ITF 20:1 ITF 20:1 ESF 20:1 ESF 20:1 ESF 20:1
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schließlich 100 µl der Reaktionssubstanz (Tetrazolium Salz und Katalysator) hinzugegeben. 
Hierbei sollte streng darauf geachtet werden, dass keine Bläs’chen in den Wells entstehen. 
Der Überstand-Reaktionssubstrat-Mix wurde für weitere 30 Min. in Dunkelheit und bei 
Raumtemperatur inkubiert, um die o. g. Reaktion ablaufen zu lassen. 
Im Anschluss wurden die Extinktionen mithilfe eines Platten-ELISA-Readers bei einer 
Wellenlänge von 492 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 600 nm gemessen und durch 
Bildung von Mittelwerten die für die Berechnung der Lyse erforderlichen Größen bestimmt. 
Die Werte für ITF und ESF ergaben sich aus der Mittelwertbildung von Messungen aus 3 
unterschiedlichen Wells pro Ratio (Triplets), die Werte für die Blanks, TSF und TMF wurden 
aus 6 verschiedenen Messungen gemittelt. Durch Einsetzen der Mittelwerte in die folgende 
Formel, ergaben sich schließlich die Lyseraten in Prozent: 
 
(ITF - Blank 1) – (ESF - Blank 1) – (TSF - Blank 1) 
           Lyse [%]  =    --------------------------------------------------------------------    x 100 
(TMF - Blank 2) – (TSF - Blank1) 
 
3.3.6 CFU-F-Assay 
3.3.6.1 Prinzip CFU-F-Assay 
Die charakteristischen Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen, sich kolonieartig zu 
vermehren und unter bestimmten Bedingungen in unterschiedliche Zelllinien zu 
differenzieren, werden oftmals zur Identifizierung der MSC herangezogen (Wagey, 2008; 
Sekiya et. al., 2007; Sethe et al., 2006). Diese Merkmale werden in Colony-Forming-Unit-
Assays untersucht bzw. nachgewiesen. Dabei werden MSC durch Verwendung spezieller 
Medienzusätze dazu gebracht, sich auszudifferenzieren. Nach 2 Wochen können schließlich 
mithilfe von spezifischen Färbetechniken die Kolonien auf den Petrischalen makroskopisch 
sichtbar gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit erfolgte dabei zunächst die Färbung für 
Alkalische Phosphatase (ALP). Dieses Enzym befindet sich regelmäßig in Osteoblasten und 
führt bei Zusatz von Fast Red in einem leicht alkalischen Milieu zu einem roten 
Farbniederschlag. Mit dieser Färbung können folglich nur ALP enthaltende Kolonien sichtbar 
gemacht werden.  
Damit auch Kolonien, die keine Osteoblasten enthalten und somit ALP-negativ sind, 
dargestellt werden konnten, wurden die Zellen nach dem Fotographieren wieder entfärbt und 
nachfolgend mit Methylenblau angefärbt. Bei dieser Färbung handelt es sich um eine 
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unspezifische Vitalfärbung, bei der sämtliche Kolonien und damit auch die ALP-negativen 
Kolonien zur Darstellung kommen.  
In der vorliegenden Arbeit wurden CFU-F-Assays durchgeführt, um die in der Kokultur 
verwendeten adhärent wachsenden Knochenmarkzellen als MSC auszuweisen. 
 
3.3.6.2 Durchführung CFU-F-Assay 
Es wurden 10 Mio. Knochenmarkzellen an Tag 0 mit einer Dichte von 2 Mio. KMZ/ml (= 5 
ml) auf der Oberfläche von Petrischalen (ca. 20 cm²) in Normalmedium bzw. in osteogenem 
Medium (vgl. 3.2.4.2) ausgesät. Nach 72 h wurde das Überstandsmedium und damit sämtliche 
sich in Suspension befindlichen Zellen entfernt und durch frisches Medium ersetzt. Unter 
regelmäßigen lichtmikroskopischen Kontrollen und Medienwechsel (alle 3 – 4 Tage) wurden 
die Zellen für insgesamt 14 Tage bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Nach 14 Tagen wurde das 
überständige Medium abermals abgegossen und die Zellen wurden mit eiskaltem Alkohol im 
Kühlschrank für ca. 20 Min. fixiert.  
 
3.3.6.3 ALP-Färbung 
Noch während die Zellen im Kühlschrank inkubierten, wurde die Färbelösung vorbereitet: 
 
• Einstellung des pH-Wertes der Stocklösung (siehe 3.2.4.2) auf 8,5 (mit Na(OH) bzw. 
HCL) 
• Zugabe von Fast Red 1 mg/ml zur Stocklösung 
 
Nach Ablauf der 20 minütigen Fixierung wurden die Petrischalen mit den nun darauf fixierten 
Zellen unter mit wenig Druck fließendem Wasser sanft abgespült und getrocknet. Nach dem 
Trocknen wurden die Zellen für 2 h mit der ALP-Färbelösung bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde die Färbelösung abgegossen, die Petrischalen wurden unter fließendem 
Wasser abermals gewaschen und nach dem Trocknen schließlich fotographiert.  
Um die Kolonien wieder zu entfärben, wurden diese eine Nacht mit 90% Ethanol inkubiert. 
Nach dem Abkippen des Ethanols, erneutem Waschen und Trocknen, wurden die Kolonien 
schließlich mit Methylenblau angefärbt. 
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3.3.6.4 Total-Colony-Staining (Methylenblau-Färbung) 
Um die Kolonien mit Methylenblau anzufärben, wurde die Färbelösung (siehe 3.2.4.2) auf die 
fixierten Zellen gegeben und nach ca. 30 Minuten wieder dekantiert. Anschließend wurden 
die Schalen gewaschen, getrocknet und erneut fotographiert. 
4 Ergebnisse 
4.1 Beeinflussung der Wachstumskurve 
Im Blut unter physiologischen Bedingungen in nur geringer Zahl vorkommend, stellt die 
Erforschung des Wachstumsverhaltens und der in vitro Expansion von CIK-Zellen mit 
Hinblick auf einen möglichen Einsatz in der Antitumortherapie eine wichtige Zielgröße dar. 
Reduzierte Proliferationskapazität mit Abnahme der absoluten Zellzahlen, Zunahme des 
Anteils toter Zellen sowie nachlassende Zytotoxizität im zeitlichen Verlauf der Kultur 
limitieren bislang die Expansion von CIK-Zellen. Auf der Suche nach Möglichkeiten, die in 
vitro Expansion von CIK-Zellen zu optimieren, ohne gleichzeitig Einbuße in Eigenschaften 
wie Vitalität oder Zytotoxizität in Kauf nehmen zu müssen, untersucht diese Arbeit die 
Wechselwirkungen von murinen MSC und CIK-Zellen in einem Kokultursystem. 
4.1.1 Der Wachstumskurvenverlauf von CIK-Zellen (Kontrollen) 
Folgende Graphik veranschaulicht zunächst die durchschnittliche Wachstumskurve aus 5 
unterschiedlichen CIK-Zellkulturen unter Standardbedingungen (Kontrollen) (+/- 
Standardfehler des Mittelwertes) in halblogarithmischer Skalierung: 
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Wachstumskurve CIK-Zellen (Kontrollen)
1
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Abbildung 2: Die Wachstumskurve von CIK-Zellen (Kontrollen) 
Die Graphik zeigt die Wachstumskurve von CIK-Zellen in halblogarithmischer Darstellung. Die aus murinen 
Milzzellen generierten CIK wurden gemäß des im Material und Methoden Teil vorgestellten Protokolls kultiviert 
und an den Tagen 0, 3, 7, 11, 14 und 17 gezählt. Nach Beginn der Zellkultur ist zunächst ein Rückgang der 
Zellzahlen mit einem Minimum an Tag 3 (auf ca. 40% des Eingangswertes) zu erkennen. Daraufhin setzt eine 
starke Expansionsphase mit einem Zellzahlmaximum an Tag 14 ein, die sich allerdings bereits ab Tag 11 wieder 
erschöpft, nach Tag 14 nehmen die Zellzahlen schließlich ab. 
 
Die aus murinen Milzzellen generierten CIK-Zellen zeigen nach Inkulturnahme zunächst 
einen Rückgang der absoluten Zellzahlen mit einer Talsohle um den dritten Tag auf ca. 40% 
der Eingangszellzahlen. Daran schließt sich eine starke Wachstumsphase mit einem 
Zellzahlmaximum an Tag 14 an. Bereits gegen Ende der zweiten Woche setzt wiederum eine 
Wende im Wachstumsverhalten ein. Schon lichtmikroskopisch lassen sich nach Färbung mit 
Trypanblau Anreicherungen von totem Zellmaterial sowie eine verkleinerte und entrundete 
Zellmorphologie ausmachen (hier nicht gezeigt). Es kommt schließlich zum vollständigen 
Erliegen jeglichen Wachstums bei gleichzeitigem Absterben der Zellen in der Kultur.  
4.1.2 Der Wachstumskurvenverlauf von CIK-Zellen in der Kokultur mit MSC 
Um die Kultivierungsbedingungen von CIK-Zellen zu optimieren, wurde bereits eine Reihe 
von unterschiedlichen Ansätzen verfolgt (vgl. Abschnitt 1.1.4). In der vorliegenden Arbeit 
werden die Einflüsse von MSC auf CIK-Zellen in der Kokultur untersucht. Dazu wurden 7 
Tage alte murine CIK-Zellen mit gleichaltrigen, murinen, allogenen MSC unter regelmäßiger 
Zugabe frischen Mediums und rm-IL-2 für weitere 10 Tage kokultiviert.  
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Folgende Graphik vergleicht die Wachstumskurven (Durchschnittswerte aus 5 
unterschiedlichen Zellreihen) von Kontrollen und kokultivierten CIK-Zellen (+/- 
Standardfehler des Mittelwertes):  
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Abbildung 3: Vergleich Wachstumskurven: Kontrollen vs. cCIK 
Dargestellt sind die beiden Wachstumskurven für die Kontrollen (nicht kokultivierte CIK) und die cCIK. Nach 
Beginn der Kokultur an Tag 7 zeigen die cCIK ein signifikant höheres Wachstum von 133 Mio. Zellen (Tag 7) 
auf 2.515 Mio. Zellen (Tag 14) als die Kontrollen, die im gleichen Zeitraum von 133 Mio. auf 495 Mio. 
ansteigen (Wachstumsfaktor von Tag 7 bis Tag 14: cCIK = 18,84 vs. Kontrollen = 3,70; p < 0,05). Ab Tag 14 ist 
ein Rückgang der absoluten Zellzahlen sowohl bei den Kontrollen als auch bei den Kokulturen zu verzeichnen. 
 
Bis zu Tag 7 der Zellkultur verlaufen die beiden Wachstumskurven, da hier noch gleiche 
Kulturbedingungen für beide Zellreihen vorliegen, übereinander. Ab Tag 7 wird ein Teil der 
CIK-Zellen mit MSC kokultiviert. Als Ausdruck unterschiedlicher Wachstumsraten ist ein 
auseinanderweichen der beiden Graphen zu beobachten. Während sich die Kontrollen von 
Tag 7 bis Tag 11 von 133 Mio. Zellen auf 363 Mio. Zellen (Faktor 2,7) vermehren, ist bei den 
cCIK (kokultivierte CIK) während des gleichen Zeitraumes ein Zuwachs von 133 Mio. Zellen 
auf 1.443 Mio. Zellen (Faktor 10,8) zu verzeichnen. Ab Tag 11 ist bei beiden Kulturen ein 
Rückgang der Wachstumsraten zu erkennen, doch während die Kontrollen zwischen Tag 11 
und Tag 14 mit einem Wachstumsfaktor von 1,37 auf 495 Mio. Zellen ansteigen, findet sich 
bei den cCIK im gleichen Zeitraum noch eine Vermehrung um den Faktor 1,74 auf 2.515 
Mio. Zellen. Nach Tag 14 schließlich brechen sowohl die Kokulturen als auch die Kontrollen 
Beginn Kokultur 
* 
* 
* 
* p < 0,05 
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ein. Der stimulative Effekt ist insbesondere zu Beginn der Kokultur ausgeprägt und erschöpft 
sich dann im Zeitverlauf.  
Unterzieht man die in dieser Anordnung gewonnenen Ergebnisse einer statistischen Analyse, 
so erweisen sich die erkennbaren Unterschiede an allen 3 Kokulturmesstagen (Tage 11, 14 
und 17) auf einem Signifikanzniveau von 0,05 als signifikant. (p = 0,029) 
4.1.3 Der Wachstumskurvenverlauf in MSC-konditioniertem Medium 
Um vor allem den Einfluss von humoralen Wechselwirkungen auf den beobachteten Anstieg 
der Proliferationsraten zu untersuchen, wurde ein Teil der CIK-Zellen ab Tag 7 mit zellfreiem 
Überstandsmedium aus MSC-Kulturen (konditioniertes Medium) kultiviert. Auf diese Art und 
Weise ist es möglich, den Einfluss humoraler Faktoren isoliert von Zell-Zell-Interaktionen zu 
betrachten. Auch der Einfluss einer Immunantwort auf die MSC bleibt so weitgehend außen 
vor. 
Die folgende Darstellung zeigt den durchschnittlichen Verlauf der Wachstumskurven aus 4 
unterschiedlichen Zellkulturen (+/- Standardfehler des Mittelwertes): 
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Abbildung 4: Vergleich Wachstumskurven: Kontrollen vs. CIK in MSC-konditioniertem Medium 
Die Abbildung zeigt die Wachstumskurven für die Kontrollen und für die in MSC-konditioniertem Medium 
kultivierten CIK-Zellen. Nach Zugabe des konditionierten Mediums zu den CIK-Zellen an Tag 7 wachsen diese 
mit einem Faktor von 5,49 von 133 Mio. an Tag 7 bis auf 733 Mio. Zellen an Tag 14 an. Die Kontrollen 
wachsen im gleichen Zeitraum von 133 Mio. auf 495 Mio. Zellen (Wachstumsfaktor: 3,7). p > 0,1  
 
Zugabe kond. Medium 
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Bis Tag 7 liegen einheitliche Kultivierungsbedingungen vor, dies entspricht den übereinander 
verlaufenden Graphen in der ersten Woche. Ab Tag 7 wird ein Teil der CIK-Zellen in MSC-
konditioniertem Medium kultiviert. Es ist zu erkennen, dass sich die durchschnittlichen 
Wachstumskurven der beiden Kulturen unterschiedlich verhalten. Während sich die 
Kontrollen von Tag 7 bis Tag 11 von 133 Mio. Zellen auf 363 Mio. Zellen um den Faktor 2,7 
vermehren, steigt die Zellzahl der in konditioniertem Medium kultivierten CIK-Zellen von 
133 Mio. auf 568 Mio. um den Faktor 4,3 an. An den folgenden drei Kulturtagen wachsen die 
Kontrollen bis auf ein Maximum von 495 Mio. Zellen (Wachstumsfaktor: 1,4) und die in 
MSC-konditioniertem Medium kultivierten CIK mit einem Wachstumsfaktor von etwa der 
gleichen Größenordnung (1,3) bis auf 733 Mio. Zellen an. Nach Tag 14 nehmen in beiden 
Kulturen – bei gleichzeitiger Zunahme des Anteils toter Zellen – die Zellzahlen ab.  
Der hier herausgestellte Unterschied erweist sich auf einem Signifikanzniveau von 0,05 als 
nicht signifikant. [p (Tag 11) = 0,343; p (Tag 14) = 0,68; p (Tag 17) = 0,2] 
4.1.4 Der Wachstumskurvenverlauf bei Restimulierung an Tag 14 
Wie in Abbildung 3 gezeigt werden konnte, erhöht die Kokultivierung mit MSC die 
Proliferationsrate initial dramatisch, der typische Einbruch im Wachstumsverhalten der CIK-
Zellen tritt jedoch deutlich erkennbar nach der zweiten Woche auf und scheint auch durch die 
Kokultur mit MSC nicht abwendbar zu sein. Allerdings lassen sich, wie später noch 
dargestellt werden wird, am Ende der Kokultur auch keine MSC mehr in den 
Zellkulturflaschen nachweisen. Da zu diesem Zeitpunkt de facto keine Kokultur mehr 
vorliegt, kann im Grunde auch keine Aussage darüber getroffen werden, inwieweit sich eine 
Kokultur mit MSC hier günstig auswirken würde. Um Erkenntnisse darüber zu erhalten, 
inwieweit der Zeitpunkt des Untergangs der CIK-Zellen tatsächlich als gegeben zu betrachten 
ist bzw. ob sich dieser Zeitpunkt durch die Anwesenheit von MSC beeinflussen lässt, wurde 
ein Teil der kokultivierten CIK-Zellen an Tag 14 auf einen frischen MSC-Zellkulturrasen 
gegeben und weiter kultiviert. 
Die Abbildung 5 zeigt die entsprechenden Wachstumskurven aus 3 unterschiedlichen 
Experimenten. Angegeben sind die Zahlenwerte in „Mio. Zellen“ +/- Standardfehler des 
Mittelwertes. 
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Abbildung 5: Vergleich Wachstumskurven: Kontrollen vs. restimulierte Kokulturen 
Die Abbildung zeigt drei Wachstumskurven. Die untere Wachstumskurve spiegelt den Verlauf der Kontrollen 
wider. Nach Beginn der Kokultur an Tag 7 öffnet sich als Ausdruck unterschiedlicher Wachstumsraten eine 
Schere zwischen den Kontrollen und den kokultivierten CIK-Zellen. Ein Teil der kokultivierten CIK-Zellen wird 
an Tag 14 auf einen frischen MSC-Zellrasen gegeben. Diese restimulierten cCIK erfahren bis Tag 17 einen 
erneuten, wenngleich auch geringeren, Wachstumsschub von 2.515 Mio. auf 3.957 Mio. Zellen 
(Wachstumsfaktor: 1,57), wohingegen die nicht restimulierten cCIK im gleichen Zeitraum von 2.515 Mio. auf 
1.963 Mio. abnehmen (Wachstumsfaktor: 0,78). p = 0,057 
 
Dargestellt sind die Wachstumskurve für die Kontrollen sowie die Kurven für die Kokulturen 
(wie im vorigen Abschnitt beschrieben) und die an Tag 14 restimulierten Kokulturen. Bis Tag 
7 verlaufen die drei Graphen übereinander, um dann nach Beginn der Kokulturen 
entsprechend der unterschiedlichen Proliferationsraten der Kontrollen und der Kokulturen 
auseinanderzuweichen. Ab Tag 14 wurde ein Teil der kokultivierten CIK auf einen frischen 
MSC-Zellrasen gegeben. Es öffnet sich abermals eine Schere zwischen den einfach 
kokultivierten CIK-Zellen und jenen, die an Tag 14 restimuliert worden sind. Während die 
Zellzahlen der einfachen Kokultur im Zeitraum von Tag 14 – Tag 17 von 2.515 Mio. auf 
1.963 Mio. sinken (Faktor 0,78), wachsen die restimulierten CIK-Zellen im selben Zeitraum 
immerhin noch um den Faktor 1,57 von 2.515 Mio. auf 3.957 Mio. (p = 0,057). Im weiteren 
Verlauf dominieren allerdings auch in den restimulierten Kulturen schädigende Einflüsse, 
sodass es schließlich auch hier zu fallenden Zellzahlen mit steigendem Anteil toter Zellen 
kommt. 
 
Die beschriebenen Ergebnisse zeigen im Vergleich zu den Kontrollen eine starke 
Proliferationszunahme der mit MSC kokultivierten CIK-Zellen. Allerdings gehen aus diesen 
Beginn Kokultur 
Restimulierung 
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quantitativen Untersuchungen keinerlei Informationen über Zelleigenschaften hervor. In den 
folgenden Abschnitten werden daher Ergebnisse einer Reihe von Messungen vorgestellt, die 
den Einfluss der MSC auf den Oberflächenphänotyp, die Vitalität sowie die Zytotoxizität der 
CIK-Zellen in der Kokultur näher untersuchen und darüber hinaus zum Verständnis der 
zugrunde liegenden Wechselwirkungen beitragen sollen. 
4.2 Beeinflussung des Oberflächenphänotyps 
Um Aussagen hinsichtlich des Oberflächenphänotyps treffen zu können, wurden die CIK-
Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Hierfür wurden die Zellen an den Tagen 0, 7 und 
14 geerntet, mit Antikörpern gegen eine Reihe von Oberflächenmoleküle gefärbt und 
anschließend durchflusszytometrisch analysiert. 
4.2.1 Der Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen 
Bereits bei anderen Autoren sind typische zeitabhängige Veränderungen des 
Oberflächenphänotyps muriner CIK-Zellen im Verlauf einer Zellkultur beschrieben (siehe 
1.1.1). Diese ließen sich auch an den für diese Arbeit generierten CIK-Zellen nachvollziehen. 
Abbildung 6 zeigt repräsentative Ergebnisse von zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
durchgeführten FACS-Analysen aus 4 verschiedenen CIK-Zellkulturen. 
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Abbildung 6: Der Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen 
CIK-Zellen wurden für 14 Tage kultiviert. Bei Inkulturnahme (Tag 0), an Tag 7 sowie an Tag 14 wurden einige 
der Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind repräsentative Messergebnisse aus 4 verschiedenen 
Kulturen. Es wurde jeweils auf die lebenden Zellen gegated.  
Die Zellen exprimieren durchweg den Leukozytenmarker CD45. Der T-Zellmarker CD3 wird erst im Verlauf 
von allen Zellen exprimiert. Während an Tag 0 noch T-Helferzellen (CD4+) überwiegen, weichen diese mit 
zunehmender Kulturdauer zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8+). An Tag 0 befinden sich ferner noch B-Zellen 
(CD19+) unter den Milzzellen. Bereits an Tag 7 lassen sich jedoch keine CD19+ Zellen mehr nachweisen. Dafür 
zeigen sich als charakteristisches Merkmal von CIK-Zellen zusätzlich zu den T-Lymphozytenmarkern jetzt auch 
NK-Zell-Oberflächenantigene (CD49 und NK1.1). Auch die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 erfahren im 
Verlauf der Kultur eine Intensitätszunahme.  
 
Abbildung 6 zeigt das jeweils charakteristische oberflächenphänotypische Bild von CIK-
Zellen für die Tage 0, 7 und 14. Es wurde jeweils auf die lebenden Zellen gegated.  
Zu Beginn der Zellkultur an Tag 0 ergibt sich ein typisches Bild von nativen (murinen) 
Milzellen. Alle Zellen sind positiv für den Leukozytenmarker CD45. Nur 25% aller Zellen 
besitzen zu diesem Zeitpunkt den T-Zellmarker CD3 auf Ihrer Oberfläche. Ungefähr die 
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Hälfte dieser CD3+ T-Lymphozyten besteht aus CD4+ T-Helferzellen. Zytotoxische CD8+ T-
Zellen lassen sich zunächst in nur sehr geringer Anzahl ausmachen. Der Anteil an CD19+ B-
Zellen an allen Splenozyten beläuft sich in etwa auf die Hälfte. Die für gewöhnlich auf NK-
Zellen vorzufindenden Marker CD49 und NK1.1 sind negativ. Auch die beiden als 
Aktivierungsmarker fungierenden CD25 und CD69 stellen sich als Ausdruck geringer 
immunologischer Aktivierung zu Beginn der Kultur noch signalarm dar.  
Im weiteren Verlauf der Kultur bleiben sämtliche Zellen für den Leukozytenmarker CD45 
positiv. Darüber hinaus ist jedoch eine deutliche Tendenz der Zunahme von CD3+ Zellen zu 
erkennen, sodass sich ab Tag 7 fast nur noch CD3+ Zellen in der Kultur befinden. Die CD4+ 
Zellen verschwinden nahezu vollständig, wohingegen der Anteil an zytotoxischen CD8+ 
Zellen ansteigt. Die anfänglich immerhin noch etwa gut die Hälfte aller Zellen ausmachenden 
CD19+ B-Zellen lassen sich ebenfalls nicht mehr nachweisen. Die NK-Zellmarker CD49 und 
NK1.1 erfahren eine mäßiggradige Signalzunahme. Eine zunehmende Aktivierung der Zellen 
schlägt sich in der Heraufregulierung der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 nieder.  
4.2.2 Vergleich Oberflächenphänotyp Kontrollen mit kokultivierten CIK 
Um Informationen darüber zu gewinnen, ob und inwieweit der Phänotyp der CIK-Zellen 
durch die Kokultivierung mit MSC beeinflusst wird, wurden Kontrollen und cCIK nach 7 
Tagen Kokultur (Tag 14) geerntet und durchflusszytometrisch analysiert. Zusätzlich diente 
die Messung auch der Überprüfung, dass sich nicht etwaig von der Oberfläche der 
Zellkulturflasche abgelöste und in Suspension gegangene (CD3-) MSC unter den CIK-Zellen 
befanden, die in der Folge fälschlicherweise als CIK hätten gezählt werden können. 
In Abbildung 7 werden repräsentative Messergebnisse aus 4 Kulturen vergleichend 
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Abbildung 7: Vergleich Oberflächenphänotyp: Kontrollen vs. cCIK 
Die Abbildung vergleicht den Oberflächenphänotyp der Kontrollen mit dem der kokultivierten CIK-Zellen an 
Tag 14. Es wurde jeweils auf die lebenden Zellen gegated. Dargestellt sind repräsentative Befunde aus 4 
Kulturdurchläufen. Der bereits in Abbildung 6 vorgestellte Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen spiegelt sich in 
beiden Messungen wider.  
Hinsichtlich der untersuchten Oberflächenmoleküle lassen sich keine Unterschiede zwischen Kontrollen und 
kokultivierten CIK-Zellen feststellen. 
 
Beim vergleichenden Blick auf Abbildung 7 lassen sich keine Unterschiede zwischen den 
Kontrollen und den Zellen aus den Kokulturen ausmachen. Zu erkennen ist das typische Bild 
von CIK-Zellen an Tag 14, wie es bereits im vorigen Abschnitt vorgestellt worden ist:  
Alle Zellen zeigen einen CD45+ und CD3+ Oberflächenphänotyp. Die CD4+ Zellen von Tag 0 
sind nahezu vollständig verschwunden und einem vorwiegend aus CD8+ Zellen bestehenden 
Phänotyp gewichen. CD11b, das vor allem auf der Oberfläche von Monozytenabkömmlingen 
gefunden wird, erzeugt gleichermaßen auf den Kontrollen als auch auf den kokultivierten 
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CIK-Zellen ein nur sehr geringes Signal. Die NK-Zellmarker CD49 und NK1.1 sind bei den 
Kontrollen als auch bei den cCIK mäßig stark ausgeprägt. Die vergleichsweise starken 
Signale für CD25 und CD69 zeigen eine Aktivierung beider Kulturen an.  
Anzeichen für sich etwaig von der Oberfläche der Zellkulturflasche abgelöst und in 
Suspension gegangene CD3- MSC fanden sich nicht. 
4.3 Beeinflussung der Vitalität 
Weiterhin sollte ein möglicher Einfluss der Kokultur auf die Vitalität der CIK-Zellen 
untersucht werden. Rückschlüsse auf die Vitalität lassen sich sowohl aus den Zellzählungen 
mit Trypanblau als auch aus den FACS-Analysen der mit 7-AAD markierten Zellen ziehen. 
In Teil A von Abbildung 8 sind die anhand der Trypanblaufärbung ermittelten Vitalitäten aus 
drei unterschiedlichen Kulturen jeweils von Tag 14 aufgezeigt.  
In Teil B sind parallel die dazugehörigen Dot Plots der FACS-Analysen mit 7-AAD 
dargestellt. In dieser Färbung präsentieren sich lebende Zellen signalarm, bei toten Zellen 
vermag der Farbstoff hingegen die beschädigten Zellmembranen zu durchdringen und an 
DNA-Bestandteile zu binden. Demzufolge präsentieren sich tote Zellen signalreich. 
Beeinflussung der Vitalität 
47 
Teil A: Vitalität anhand Trypanblaufärbung 
 
Versuch 1 2 3 Durchschnitt 
Kokulturen 75% 90% 95% 87% +/-6,01% 
Kontrollen 55% 61% 75% 64% +/-5,93% 
 
 
Teil B: Vitalität anhand Durchflusszytometrie mittels 7-AAD 
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Versuch 1 2 3 Durchschnitt 
Kokulturen 75% 84% 82% 80% +/-2,73% 
Kontrollen 56% 69% 69% 65% +/-4,33% 
 
Abbildung 8: Vergleich Vitalität: Kontrollen vs. cCIK 
Die Abbildung vergleicht die Vitalitäten der Kontrollen mit denen von kokultivierten CIK-Zellen (jeweils an 
Tag 14). Die Vitalitäten wurden dabei mit zwei unterschiedlichen Methoden ermittelt.  
Teil A der Abbildung stellt die anhand der Trypanblaufärbung ermittelten Vitalitäten von Kontrollen und 
kokultivierten CIK-Zellen aus drei unterschiedlichen Kulturdurchläufen gegenüber (87% vs. 64%). p = 0,1 
Teil B vergleicht analog dazu die durchflusszytometrisch mittels 7-AAD-Färbung bestimmten Vitalitäten (80% 
vs. 65%). p = 0,1 
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Teil A der Abbildung 8 zeigt die anhand der Trypanblaufärbung ermittelten Vitalitäten der 
Zellen. Es ist erkennbar, dass die Zellen aus der Kokultur mit einer Vitalität von 
durchschnittlich 87% die durchschnittliche Vitalität der Kontrollen (64%) übersteigen. (p = 
0,1) 
In Teil B sind die Vitalitäten der gleichen Populationen aufgezeigt, diesmal allerdings anhand 
durchflusszytometrischer Bestimmung mittels 7-AAD-Färbung ermittelt. Auch hier zeigt sich 
eine im Vergleich zu den Kontrollen höhere Vitalität bei den kokultivierten Zellen (80% vs. 
65%). (p = 0,1) 
4.4 Beeinflussung der Zytotoxizität 
Mit Hinsicht auf den geplanten klinischen Einsatz von CIK-Zellen in der Antitumortherapie 
stellt die Zytotoxizität eine zentrale Zielgröße dar. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
Zytotoxizität mithilfe eines LDH-Releasing Assays ermittelt. Bei diesem nicht radioaktiven 
Testverfahren wird durch die beim Zelluntergang hervorgerufene Freisetzung von LDH eine 
Reaktion katalysiert, bei der ein dazugegebenes Substrat in Abhängigkeit der freigesetzten 
LDH-Menge einen Farbumschlag erfährt. Die Intensität dieses Farbumschlages verhält sich 
proportional zur Masse an untergegangenen Zellen und ist durch Bestimmung der 
Extinktionen bei einer Wellenlänge von 492 nm mit einer Referenzwellenlänge von 600 nm 
mess- und so objektivierbar. Durch die gleichzeitige Messung von Blanks und verschiedener 
Kontrollen (Spontanfreisetzungen, Maximalfreisetzungen) lässt sich anhand der im Material 
und Methoden Teil angegebenen Formel kalkulieren, wieviel Prozent der Tumorzellmasse 
lysiert worden sind. 
Abbildung 9 zeigt die durchschnittlich ermittelten Lyseraten von insgesamt 12 Ansätzen aus 3 
verschiedenen Kulturdurchläufen (4 Ansätze pro Kultur) an Tag 14. Die Fehlerindikatoren 
geben den Standardfehler des Mittelwertes an. Verglichen werden jeweils aus einer Kokultur 
stammende CIK-Zellen (rot) mit CIK-Zellen, die nach Standardprotokoll (blau) kultiviert 
worden sind.  
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Lyseraten gegen WEHI 164 S, Kontrollen vs. kokultivierte CIK-Zellen 
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Abbildung 9: Vergleich Zytotoxizität: Kontrollen vs. cCIK  
Die Abbildung zeigt die durchschnittlichen Lyseraten (Ordinate) der Kontrollen (blaue Balken) und der 
kokultivierten CIK-Zellen (rote Balken) gegen eine Fibrosarkomzelllinie (Wehi 164 S) für unterschiedliche 
Effektorzell/Targetzell-Ratios (Abszisse). Dargestellt sind Durchschnittswerte aus insgesamt 12 Ansätzen aus 3 
unterschiedlichen Kulturen (4 Ansätze pro Kultur) an Tag 14. Zunächst steigen die Lyseraten mit zunehmendem 
Effektorzell/Targetzellverhältnis bis auf eine Lyserate von 27% an. Ab einem Verhältnis von ca. 30:1 ist keine 
weitere Zunahme bzw. sogar eine Abnahme der Lyseraten zu erkennen.  
Die Lyseraten der Kontrollen und der kokultivierten CIK-Zellen unterscheiden sich bei keiner der untersuchten 
Ratios signifikant. (p > 0,1) 
 
Beim Betrachten der Graphik fällt im Bereich von 1:1 bis auf ca. 30:1 sowohl bei den 
Kontrollen als auch bei den cCIK eine leichte Zunahme der Lyseraten mit Zunahme des 
Effektorzell/Targetzell-Verhältnisses auf. Bei noch größeren Effektorzell/Targetzell-
Verhältnissen ist keine weitere Zunahme bzw. sogar eine Abnahme der Lyseraten zu 
erkennen. Selbst auf einem Signifikanzniveau von 10% (α = 0,1) ergab sich für keine der 
untersuchten Ratios ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und Kokulturen. (p > 
0,1) 
4.5 Identifizierung der MSC 
Bereits eingangs wurde die starke Heterogenität von MSC angesprochen. Damit einhergehend 
stellte sich auch für die vorliegende Arbeit die Frage nach gemeinsamen kennzeichnenden 
Merkmalen, anhand derer die verwendeten MSC charakterisiert werden können. Angelehnt an 
die von der ISCT für humane MSC formulierten Kriterien sowie an eine Reihe von 
Veröffentlichungen über murine MSC definieren sich die für die Anfertigung dieser Arbeit 
verwendeten MSC über folgende Eigenschaften (vgl. Abschnitt 1.2.4): 
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• Adhärenz an Plastikoberflächen  
• Fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie  
• Wachstum in Colony-forming-units und Differenzierungsfähigkeit  
• Oberflächenphänotyp  
4.5.1 Adhärenz an Plastikoberflächen 
Das in Material und Methoden beschriebene Verfahren zur Isolierung und Generierung von 
mesenchymalen Stammzellen ist an das von Dobson beschriebene Verfahren angelehnt (vgl. 
3.3.2.1). Demnach erhält man mesenchymale Stammzellen, wenn man in einer Zellkultur mit 
Knochenmarkzellen die adhärent wachsenden Zellen selektioniert. 
Dazu werden sämtliche Knochenmarkzellen an Tag 0 ausgesät. Bereits innerhalb der 
folgenden 24 h lassen sich zwei Arten von Zellen unterscheiden: Die zahlenmäßig größere 
Population adhäriert nicht an der Oberfläche und bleibt im Medium gelöst. Es handelt sich 
dabei zum großen Teil um CD34+ hämatopoetische Stammzellen. Eine zweite Population 
adhäriert im Gegensatz dazu vergleichsweise schnell auf der Oberfläche der Zellkulturflasche. 
Diese zweite (CD34-) Population besteht zu einem großen Teil aus den mesenchymalen 
Stammzellen. Wie aus dem beschriebenen Protokoll hervorgeht, wird an Tag 3 der Zellkultur 
das Überstandsmedium – und damit sämtliche sich in Suspension befindlichen Zellen – 
entfernt und durch frisches Medium ersetzt. Auch bei jedem weiteren Mediumwechsel wird 
so verfahren. In der Folge verbleiben aufgrund dieses Selektionsdruckes lediglich die 
adhärent wachsenden MSC in der Kultur. 
4.5.2 Fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie 
Das zweite Kriterium zielt auf die lichtmikroskopisch beurteilbare Zellmorphologie ab. Diese 
ist zwar nicht konstant einheitlich – sie unterliegt z. B. Einflüssen wie Aussädichte oder Alter 
der Zellkultur – doch werden mehr oder weniger typische zeitabhängige Veränderungen der 
Zellmorphologie im Verlauf der Kultur beschrieben. Abbildung 10 zeigt für die jeweiligen 
Tage charakteristische lichtmikroskopische Bilder der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 
MSC und ordnet sie den Stadien nach Sekiya zu (vgl. 1.2.4): 
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(10x Vergrößerung) 
Abbildung 10: lichtmikroskopische Aufnahmen von MSC an verschiedenen Zellkulturtagen 
Auf der Abbildung sind lichtmikroskopische Aufnahmen der MSC von Tag 4, 7, 12 und 42 in 10x Vergrößerung 
zu erkennen. Die Zellen durchlaufen dabei eine typische morphologische Veränderung: Finden sich anfangs vor 
allem kleine, runde Zellen (RS-1A) mit nur vereinzelt liegenden etwas größeren Zellen, so erfahren die Zellen 
im Verlauf eine Größenzunahme mit Ausbildung weitläufiger Fortsätze (RS-1B und RS-1C).  
Insgesamt besitzen die adhärenten Zellen damit ein den Fibroblasten stark ähnelndes Aussehen, was ein 
wichtiges Identifizierungsmerkmal von MSC darstellt. 
 
Während die Zellen zu Beginn der Kultur noch klein sind und eine eher runde Form 
aufweisen (RS-1A), erkennt man bereits sehr früh die Veränderung hin zu einem 
spindelförmigen Aussehen (RS-1B). Im weiteren zeitlichen Verlauf der Kultur nehmen die 
Zellkörper und auch die Ausläufer enorm an Größe zu (RS-1C). In der FACS-Analyse 
spiegelt sich der beobachtete Größenzuwachs in einer Intensitätszunahme der Zellen im 
Forward Scatter (FS) wider (hier nicht gezeigt). Die gezeigte fibroblastenähnliche 
Morphologie stellt ein wichtiges Merkmal von MSC dar. 
4.5.3 Wachstum in Colony-Forming-Units 
Zum Nachweis der für Stammzellen charakteristischen Differenzierungskapazität wurde ein 
CFU-F-Assay durchgeführt. In diesem Test wird die Eigenschaft von MSC, in Kolonien zu 
Tag 4 (RS-1A) Tag 7 (RS-1B) 
Tag 42 (RS-1C) Tag 12 (RS-1C) 
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wachsen und sich bei Zusatz von Askorbinsäure und Dexamethason (osteogenes Medium) in 
Osteoblasten zu differenzieren, ausgenutzt. Osteoblasten besitzen das Enzym alkalische 
Phosphatase (ALP). Mit einer entsprechenden Färbemethode lassen sich ALP positive 
Kolonien und damit die Differenzierungsfähigkeit der MSC zu Osteoblasten makroskopisch 
darstellen. Um einen Eindruck von der Gesamtanzahl der Kolonien zu erhalten, wurde 
außerdem eine Färbung mit Methylenblau vorgenommen – eine Methode, die alle Kolonien 
(also auch ALP negative Kolonien) anfärbt und damit makroskopisch sichtbar macht. 
Abbildung 11 zeigt die fotographierten und angefärbten Petrischalen: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              Methylenblau-Färbung        ALP-Färbung 
 
Abbildung 11: CFU-F-Assay: Färbung auf Methylenblau und Alkalische Phosphatase 
Knochenmarkzellen wurden isoliert und sowohl in Normalmedium als auch in osteogenem Medium (enthält 
zusätzlich Dexamethason und Askorbinsäure) ausgesät und unter regelmäßigen Medienwechsel für insgesamt 14 
Tage kultiviert. Im Anschluss erfolgte zunächst die Anfärbung mit einer ALP-Färbung, die nur das Enzym 
alkalische Phosphatase enthaltende Kolonien darstellt. Dann erfolgte eine unspezifische Vitalfärbung mit 
Methylenblau, in der sämtliche Kolonien – also auch ALP negative Kolonien – sichtbar werden. 
Die oberen beiden Abbildungen zeigen die Methylenblau- und die ALP-Färbung für die in Normalmedium 
kultivierten Zellen. Anhand der Methylenblaufärbung erkennt man, dass die Zellen kolonieartig gewachsen sind. 
Ein nur geringer Teil dieser Kolonien enthält unterdessen das Enzym ALP (geringe Anzahl an rot gefärbten 
Kolonien in der ALP-Färbung). 
Auch in der zweiten Zeile (Zellen wurden in osteogenem Medium kultiviert) ist das kolonieartige Wachstum der 
Zellen in der Methylenblaufärbung deutlich zu erkennen. Im Vergleich zu den in Normalmedium kultivierten 
Zellen kommen allerdings deutlich mehr Kolonien bei der ALP-Färbung zur Darstellung. 
 
Normalmedium 
Osteogenes 
Medium 
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Die obere Zeile von Abbildung 11 zeigt Ergebnisse von CFU-F-Assays von adhärenten 
Zellen, die in Normalmedium, d. h. in askorbinsäure- und dexamethasonfreiem Medium, 
kultiviert wurden. In der unspezifischen Methylenblaufärbung sind zahlreiche Kolonien zu 
erkennen, wohingegen in der ALP-Färbung im Vergleich dazu nur wenige rot angefärbte 
Kolonien zur Darstellung kommen, was eine allenfalls geringe Ausdifferenzierung der 
Knochenmarkzellen zu Osteoblasten impliziert. 
Die untere Zeile von Abbildung 11 zeigt die gleichen Färbungen für adhärente Zellen, die 
allerdings in osteogenem Medium (Zusatz von Askorbinsäure und Dexamethason) kultiviert 
worden sind. Es zeigt sich, dass ein Großteil der mit Methylenblau angefärbten Kolonien 
gleichzeitig auch positiv für das Enzym alkalische Phosphatase ist (rot angefärbte Kolonien in 
der ALP-Färbung).  
4.5.4 Der Oberflächenphänotyp von MSC 
Für die oberflächenphänotypische Charakterisierung wurde ein Teil der MSC an Tag 7 
geerntet und einer durchflusszytometrischen Analyse auf eine Reihe von für MSC bekannte 
Oberflächenmoleküle unterzogen. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser FACS-Analyse von 7 Tage alten MSC 
aufgezeigt. Da auch die Kokulturen an Tag 7 begannen, ist der hier gezeigte Phänotyp mit 
dem der in die Kokultur eingegangenen MSC identisch. 
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Abbildung 12: Der Oberflächenphänotyp von MSC 
Ein Teil der MSC wurde an Tag 7 geerntet und auf eine Reihe von für MSC bekannte Oberflächenmoleküle 
durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse sind in der Abbildung dargestellt und präsentieren den 
Oberflächenphänotyp der in die Kokultur eingegangenen MSC. Die MSC zeigen sich demnach negativ für die 
Marker CD3, CD4, CD31, CD34 und CD90. Für CD11b sowie CD45 existieren jeweils eine positive sowie eine 
negative Teilpopulation. CD44, CD73 und CD166 zeigen positive Signale. 
 
Auf Abbildung 12 finden sich positive Signale für CD44, CD73 und CD166 sowie negative 
Signale für CD3, CD4, CD31, CD34 und CD90. Die Marker CD11b und CD45 zeigen jeweils 
sowohl eine positive als auch eine negative Teilpopulation.  
4.6 Schicksal der MSC in der Kokultur 
4.6.1 Der Oberflächenphänotyp der adhärenten Zellen nach Kokultur 
Bei der lichtmikroskopischen Kontrolle der adhärenten Zellen am Ende der Kokultur fiel auf, 
dass diese kaum noch an das typische lichtmikroskopische Erscheinungsbild von 
mesenchymalen Stammzellen (Abbildung 10) erinnern, dafür allerdings eine überraschende 
Ähnlichkeit mit CIK-Zellen aufweisen (nicht gezeigt). Im folgenden Abschnitt soll daher 
CD3 
CD44 
CD31 
CD34 CD45 CD73 
CD166 CD90 
CD4 CD11b 
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untersucht werden, welche Auswirkungen die Kokultur auf die weitere Entwicklung der MSC 
ausübt.  
Dazu wurden am Ende der Kokultur auch die adhärenten Zellen aus den Kokulturflaschen 
(nachdem die CIK bereits entnommen waren) geerntet und durchflusszytometrisch auf für 
MSC bekannte Oberflächenmoleküle analysiert. Auch eine Reihe der die CIK-Zellen 
beschreibenden Marker wurde gemessen. Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse dieser FACS-
Analysen. Zum Vergleich sind in der rechten sowie in der linken Spalte die 
korrespondierenden Phänotypen für gleichaltrige MSC und CIK (Kontrollen) abgebildet.  
 
       CIK Tag 14  adhärente Zellen       MSC Tag 14 
      nach Kokultur 
      Tag 14 
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       CIK Tag 14  adhärente Zellen       MSC Tag 14 
      nach Kokultur 
      Tag 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Vergleich Phänotyp: CIK – adhärente Kokulturzellen – MSC 
MSC und CIK-Zellen wurden gem. Protokoll für 14 Tage kultiviert, anschließend geerntet und 
durchflusszytometrisch analysiert. Weiterhin wurden auch adhärente Zellen nach 7 Tagen Kokultur geerntet und 
auf die gleichen Marker untersucht. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass die adhärenten Zellen nach 
Kokultur (mittlere Spalte) dem Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen (linke Spalte) entsprechen und sich 
deutlich von dem für MSC zu erwartenden Bild (rechte Spalte) unterscheiden. 
CD4 
CD8a 
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Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse durchflusszytometrischer Messungen von CIK-Zellen, von 
adhärenten Zellen nach 7 Tagen Kokultur und von MSC. Alle diese 3 Zellgruppen sind zum 
Zeitpunkt der Messung 14 Tage alt. Beim Blick auf die Abbildung fällt auf, dass der Phänotyp 
der adhärenten Zellen aus den Kokulturflaschen (mittlere Spalte) dem von gleichaltrigen CIK-
Zellen (linke Spalte) entspricht und kaum mehr an den für MSC zu erwartenden Phänotyp 
(rechte Spalte) erinnert. Es ist erkennbar, dass sich – zumindest aus 
oberflächenphänomenologischer Sicht – nach 7 Tagen Kokultur keine mesenchymalen 
Stammzellen mehr, sondern ausschließlich CIK-Zellen in der Kokultur befinden. 
4.6.2 Kokultur mit DiD gelabelten MSC 
In Abbildung 13 konnte gezeigt werden, dass sich der Oberflächenphänotyp der adhärenten 
Zellen am Ende der Kokultur deutlich von dem zu erwartenden MSC Phänotyp unterscheidet 
und nunmehr dem von CIK-Zellen entspricht. Um dem weiter nachzugehen und möglichen 
Aufschluss darüber zu erhalten, ob die MSC in der Kokultur entweder durch die CIK-Zellen 
lysiert worden sind oder aber sich stattdessen zu CIK-Zellen ausdifferenziert haben, wurden 
einige Kokulturen mit DiD gelabelten MSC durchgeführt. Dies ermöglicht Rückschlüsse auf 
den Ursprung der adhärenten Zellen in den Kokulturen. Durch die zusätzliche Analyse der 
Oberflächenmoleküle CD3 und CD25 lassen sich die Zellen phänotypisch den MSC oder den 
CIK zuordnen. 
Dafür wurden einige der MSC 24 h vor der Zugabe der CIK-Zellen (Tag 6) mit DiD gelabelt. 
Bei DiD handelt es sich um einen Farbstoff, der Membranen und andere hydrophobe 
Strukturen anfärbt und durchflusszytometrisch detektierbar ist. Nach 24 h (Tag 7) wurden 
dann einige der gelabelten MSC geerntet und durchflusszytometrisch analysiert, um 
insbesondere zu überprüfen, ob die DiD-Färbung erfolgreich war (Positivkontrolle). Als 
Negativkontrolle fungierten ungelabelte MSC (Autofluoreszenz).  
Zu den restlichen gelabelten MSC wurden schließlich die CIK-Zellen dazugegeben. Nach 4 h 
und nach 24 h wurden jeweils die Suspensionszellen und die adhärenten Zellen separat 
geerntet, zusätzlich auf CD3 sowie CD25 gefärbt und im Anschluss durchflusszytometrisch 
analysiert (siehe Abbildung 14). 
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Abbildung 14: DiD gelabelte Zellen im Verlauf der Kokultur 
Um das Verschwinden der in die Kokultur eingegangenen MSC mit Hinblick auf die Frage nach einer möglichen 
stattgefundenen Lyse oder einer Ausdifferenzierung weiter zu untersuchen, wurden CIK-Zellen an Tag 7 zu am 
Vortag mit DiD gelabelten MSC hinzugegeben und kokultiviert. Sowohl nach 4 h Kokultur als auch nach 24 h 
Kokultur wurden die Suspensionszellen und die adhärenten Zellen separat voneinander geerntet, mit CD3 und 
CD25 gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. 
Die erste Zeile der Abbildung zeigt eine Messung vor Beginn der Kokultur unmittelbar vor Zusammenführung 
der MSC und der CIK. Diese Messung diente der Kontrolle der erfolgreichen DiD-Markierung der MSC am 
Vortag. Die adhärenten Zellen zeigen einen CD3-/CD25- Phänotyp, wie er dem von MSC entspricht. Gleichzeitig 
ist das DiD-Signal positiv (Positivkontrolle). Die Suspensionszellen sind als CIK-Zellen CD3+/CD25+ und, da 
nicht gelabelt, DiD-.  
In der zweiten Zeile werden die Oberflächenphänotypen der nach 4 h Kokultur separat voneinander geernteten 
adhärenten Zellen und der Suspensionszellen aufgezeigt. Die adhärenten Zellen haben eine Änderung des 
Phänotyps von CD3-/CD25- zu CD3+/CD25+ vollzogen und entsprechen damit phänotypisch CIK-Zellen. Das 
DiD Signal der adhärenten Zellen ist nach 4 h Kokultur negativ. Der CIK-Phänotyp der Suspensionszellen hat 
sich nicht verändert (CD3+/CD25+ und DiD-). 
Die dritte Zeile (nach 24 h) bestätigt diesen bereits nach 4 h erhobenen Befund: die adhärenten Zellen zeigen 
einen CD3+/CD25+ Oberflächenphänotypen und sind DiD negativ. 
 
Die 1. Messung (1. Zeile von Abbildung 14) spiegelt die Ergebnisse der 
durchflusszytometrischen Analyse der MSC und der CIK-Zellen vor Beginn der Kokultur 
unmittelbar vor deren Zusammenführung wider. Sie diente vorrangig der Überprüfung der am 
Vortag erfolgten DiD-Markierung der MSC (Positivkontrolle).  
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Es ist ein deutlich positives DiD-Signal der MSC im Dot Plot zu erkennen, was ein 
erfolgreiches Labeln der MSC am Vortag anzeigt. Daneben ist der für mesenchymale 
Stammzellen zu erwartende CD3-/CD25- Phänotyp feststellbar. Im Gegensatz dazu zeigt der 
Dot Plot der CIK einen CD3+/CD25+ Phänotyp und entspricht damit dem typischen Bild von 
CIK-Zellen an Tag 7 (vgl. Abbildung 6). Das Signal für DiD ist, da die CIK-Zellen nicht 
gelabelt wurden, negativ. 
Die zweite Zeile zeigt die Ergebnisse einer Messung 4 h nach Beginn der Kokultur. Die 
adhärenten Zellen und die Suspensionszellen wurden getrennt voneinander geerntet, gefärbt 
und gemessen. Es ist eine Änderung des Oberflächenphänotyps der adhärenten Zellen zu 
erkennen. Wiesen diese vor Beginn der Kokultur noch einen CD3-/CD25- MSC Phänotyp auf, 
so zeigen sie bereits nach 4 h Kokultur einen den CIK-Zellen entsprechenden CD3+/CD25+ 
Oberflächenphänotyp. Außerdem ist das Signal für DiD bei den adhärenten Zellen negativ 
geworden. Insgesamt zeigt sich damit jetzt für die adhärenten und für die Suspensionszellen 
gleichermaßen ein Phänotyp, der dem von CIK-Zellen entspricht. 
Die dritte Zeile bestätigt diesen bereits nach 4 h erhobenen Befund: die adhärenten Zellen 
sind DiD- und CD3+/CD25+. 
5 Diskussion 
Als zytokin induzierte Killer Zellen (CIK-Zellen) werden Zellen des Immunsystems 
bezeichnet, die sowohl NK-Zell Marker als auch T-Zell Marker exprimieren. In klinischen 
Studien konnten durch die Gabe von CIK-Zellen im Maus Modell und bei Patienten mit 
malignen Erkrankungen Verkleinerungen der Tumore und verlängerte Überlebenszeiten 
erzielt werden (Leemhuis et al., 2005; Jiang et al., 2005; Edinger et al., 2003; Shi et al., 2004; 
Wang et al., 2002; Baker et al., 2001). Ein wesentliches Problem stellt die nur begrenzte 
Expansionsfähigkeit von CIK-Zellen in vitro und die damit verbundene limitierte Menge an 
für eine adoptive Zelltherapie zur Verfügung stehenden CIK-Zellen dar. Aus diesem Grund 
sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob durch die Kokultivierung mit MSC 
die in vitro Expansion von CIK-Zellen optimiert werden kann und ob sich Eigenschaften, wie 
Phänotyp, Vitalität oder Zytotoxizität der CIK-Zellen durch die Kokultur mit MSC verändern.  
Es konnte gezeigt werden, dass sich die cCIK mit einer deutlich höheren Proliferationsrate 
vermehren, als die Kontrollen. Dazu war eine verbesserte Vitalität der cCIK messbar. Von der 
Kokultur unbeeinflusst blieben der Oberflächenphänotyp und die Zytotoxizität gegen die 
getestete Tumorzelllinie (Wehi 164 S). 
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5.1 Beeinflussung der Wachstumskurve 
Zur Untersuchung des Einflusses der MSC auf das Wachstum von CIK-Zellen wurden diese 
sowohl unter Standardbedingungen (Kontrollen) als auch in Kokultur mit MSC expandiert. 
Unter Standardbedingungen konnten die CIK von initial insgesamt 20 Mio. Zellen (Tag 0) auf 
495 Mio. Zellen (Tag 14) expandiert werden, was einem Wachstumsfaktor von 24 entspricht. 
Am Ende der zweiten Woche flachte die Wachstumskurve zunehmend ab, bis nach Tag 14 
schließlich sinkende Zellzahlen mit zunehmendem Anteil abgestorbener Zellen zu 
verzeichnen waren (Abbildung 2). Dieser Verlauf der Wachstumskurve von CIK-Zellen wird 
ebenso in einer Reihe von Publikationen übereinstimmend beschrieben (Wang et al., 2002; 
Baker et al., 2001; Schmidt-Wolf et al., 1993).  
Die Kokultur mit adhärenten mesenchymalen Stammzellen führte indes zu einer Zunahme der 
CIK-Zellen von initial 20 Mio. (Tag 0) auf insgesamt 2.515 Mio. CIK-Zellen an Tag 14, 
entsprechend einer Zunahme um das 126 fache. Ab Tag 14 kam es auch hier zu einer 
Abnahme der Proliferation mit zunehmendem Anteil abgestorbener Zellen (Abbildung 3).  
Eine erneute Exposition der cCIK (Restimulation) an Tag 14 mit einem frischen MSC-
Zellrasen konnte das Absterben hinauszögern und eine weitere, aber insgesamt schwächere, 
CIK-Zell Proliferation auslösen (Abbildung 5). Im Verlauf nahm jedoch auch bei den 
restimulierten CIK-Zellen der Anteil toter Zellen stark zu, die Medienfarbe änderte sich als 
Ausdruck geringen bzw. fehlenden Zellstoffwechsels kaum noch und die Kulturen brachen 
schließlich ebenfalls ein (Abbildung 5).  
5.1.1 Mechanismen der Beeinflussung des Wachstumskurvenverlaufs 
Hinter der bei den kokultivierten CIK beobachteten Zunahme der Proliferationsrate (vgl. 
Abbildung 3) ablaufende molekularbiologische Zusammenhänge sind bislang nur in den 
Grundzügen verstanden. In den folgenden Abschnitten werden 4 grundsätzlich vorstellbare 
Interaktionsmechanismen näher diskutiert: 
 
• Zell-Zell-Kontakte 
• Humorale Faktoren  
• Ausdifferenzierung der MSC zu CIK-Zellen 
• Proliferation im Rahmen einer immunologischen Abwehrreaktion 
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5.1.1.1 Zell-Zell-Interaktionen oder humorale Faktoren 
Es wäre zunächst denkbar, dass die Zellen über Zell-Zell-Kontakte miteinander in 
Wechselwirkung treten. Durch die Bindung von MSC an CIK-Zellen könnten intrazelluläre 
Signalkaskaden in Gang gesetzt werden, welche dann wiederum zu einer Veränderung des 
Proliferationsverhaltens führen. Eine US-amerikanische Arbeitsgruppe fand z. B. eine ganze 
Reihe von Adhäsionsmolekülen wie Integrine, verschiedene I-CAM Moleküle oder LFA-3 
auf der Oberfläche von humanen mesenchymalen Stammzellen und konnte zeigen, dass MSC 
darüber an T-Lymphozyten binden und immunologische Wechselwirkungen entfalten 
(Majumdar et al., 2003). Eine weitere Publikation von Krampera und Kollegen beschreibt in 
einem Kokultursystem einen inhibitorischen Einfluss von MSC auf die Proliferation und die 
Zytotoxizität von T-Zellen, die mit ihrem spezifischen Antigen stimuliert worden waren. 
Wurde anstelle der MSC lediglich MSC-konditioniertes Medium verwendet oder wurden die 
Versuche in einem Transwell-Membransystem4 durchgeführt, traten die beobachteten 
inhibitorischen Effekte nicht auf (Krampera et al., 2003). 
Allerdings lassen sich in der Literatur auch zahlreiche Argumente für mögliche humorale 
Interaktionen finden. Eine chinesische Arbeitsgruppe verglich z. B. den Einfluss von MSC auf 
die CD69-Expression von NK/CIK-Zellen in Kokulturen und in Transwell-
Membransystemen. Sowohl in den Kokultursystemen als auch in den Transwell-
Membransystemen fand sich eine signifikant niedrigere Expression von CD69 als bei den 
Kontrollen (Li et al., 2009). Eine italienische Arbeitsgruppe konnte in einem Kokultursystem 
eine inhibitorische Wirkung von MSC auf die Proliferation von T-Lymphozyten, die in 
„Mixed Lymphocyte Reactions“ (MLR) mit allogenen dendritischen Zellen oder peripheren 
Blut Lymphozyten (PBL) stimuliert worden waren, zeigen. Auch wenn die Experimente 
stattdessen in einem Transwell-Membransystem durchgeführt wurden, trat die inhibitorische 
Wirkung auf die Proliferation auf (Di Nicola et al., 2002).  
Um die Bedeutung humoraler Faktoren in der vorliegenden Arbeit weiter zu untersuchen, 
wurden CIK-Zellen in mit MSC-konditioniertem Medium kultiviert (Abbildung 4). Es konnte 
gezeigt werden, dass in der Kultur mit MSC-konditioniertem Medium die CIK von Tag 7 bis 
Tag 14 von 133 Mio. Zellen auf 733 Mio. angewachsen sind, während bei den Kontrollen im 
gleichen Zeitraum ein Zuwachs auf 495 Mio. Zellen zu erkennen war. Der Unterschied 
                                                 
4
 In einem Transwell-Membransystem werden CIK-Zellen und MSC durch eine semipermeable Membran 
voneinander getrennt kultiviert. Damit werden zwar Zell-Zell-Kontakte unterbunden, humorale 
Wechselwirkungen über das gemeinsame Medium aber zugelassen. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit 
vorgestellten Versuchsanordnung würde damit ein permanenter Nachschub an durch MSC produzierten 
Zytokinen auf die CIK-Zellen einwirken können. 
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zwischen den Wachstumskurven der Kontrollen und den der in konditioniertem Medium 
kultivierten CIK-Zellen wies in den bisherigen Untersuchungen keine statistische Signifikanz 
auf (p > 0,1). Allerdings könnte die fehlende statistische Signifikanz auch auf einer zu 
geringen Anzahl an zur Verfügung stehenden Beobachtungen (n = 4) beruhen. Die Tatsache, 
dass MSC ein breites Spektrum an Zytokinen, wie z. B. IL-7, IL-12 oder IL-15, die bekannte 
Stimulatoren für das Wachstum von Lymphozyten und CIK-Zellen darstellen, sezernieren 
(Spaggiari et al., 2006; Zoll et al., 1998), legt eine humorale Einflussnahme durchaus nahe. 
Eine größere Anzahl von Versuchsreihen könnte hier womöglich deutlichere Unterschiede zu 
Tage fördern. Insgesamt erscheint es nicht abwegig, dass sich der gesamte 
Proliferationsanstieg in der Kokultur aus der Summe von verschiedenen Einflüssen 
zusammensetzt, wobei dann humoralen Faktoren gegenüber Zellkontakt vermittelten 
Mechanismen eine nachrangige Bedeutung zuzuordnen sein dürfte (Wachstumsfaktor cCIK: 
18,84 vs. CIK in konditioniertem Medium: 5,49).  
Es wäre weiterhin denkbar, dass durch den Zellkontakt aktivierte Mechanismen die MSC 
dazu anregen, humorale Faktoren (wie z. B. Ifn-γ oder IL-2) zu produzieren, die dann 
wiederum das in der Kokultur beobachtete Wachstum um den Faktor 126 zur Folge hätten. 
Aufschluss könnte man diesbezüglich erhalten, indem man die Versuche mit 
Überstandsmedium aus CIK MSC Kokulturen durchführt. Sollte die Theorie zutreffend sein, 
müsste derart konditioniertes Medium eine weitaus stärkere proliferationsfördernde Wirkung 
aufweisen, als das hier verwendete MSC-konditionierte Medium. Weiterhin könnten die 
Durchführung der Versuche in einem Transwell-Membransystem oder eine Analyse der durch 
die Zellen in das Medium sezernierten Zytokine tieferes Verständnis über mögliche zugrunde 
liegende Wechselbeziehungen liefern. 
 
Unter Berücksichtigung der zum gegenwärtigen Zeitpunkt vorhandenen Daten scheint der 
stimulative Impuls hauptsächlich durch Zell-Zell-Kontakte getragen zu werden. Auch eine 
humorale Einflussnahme erscheint möglich, wenngleich dieser nach den Erkenntnissen der 
vorliegenden Arbeit eine eher untergeordnete Bedeutung zuzuschreiben wäre 
(Wachstumsfaktor Kontrollen = 24 vs. CIK in konditioniertem Medium = 37 vs. cCIK = 126; 
vgl. Abbildung 3 und Abbildung 4).  
 
5.1.1.2 Differenzierungsprozesse oder Proliferation im Rahmen einer Immunreaktion 
In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich die adhärenten Zellen am Ende 
der Kokultur phänotypisch deutlich von dem MSC-Phänotyp unterscheiden, dafür aber in 
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allen untersuchten Oberflächenmolekülen einem CIK-Zell-Phänotyp entsprechen (Abbildung 
13). Das wirft die Frage nach dem Verbleib der in die Kokultur eingegangenen MSC auf. 
Sowohl eine Ausdifferenzierung der MSC zu CIK-Zellen als auch eine immunologische 
Reaktion der CIK-Zellen gegen die MSC würden das Verschwinden der MSC und die 
beobachtete Wachstumszunahme der kokultivierten CIK-Zellen erklären können. 
 
5.1.1.2.1 Diskussion einer Differenzierung der MSC 
Da die MSC als Stammzellen ein Differenzierungspotenzial aufweisen, muss aufgrund der 
räumlichen Nähe zu den CIK-Zellen (und den daraus resultierenden Umgebungsbedingungen) 
auch die Möglichkeit, dass der Proliferationsanstieg auf eine Ausdifferenzierung bzw. Fusion 
der MSC mit den CIK zurückzuführen sein könnte, diskutiert werden (vgl. auch Prockop et 
al., 2003).  
Hier sollte sicherlich bedacht werden, dass MSC keine omnipotenten Stammzellen mehr 
darstellen, sondern im Gegensatz zu befruchteten Eizellen oder pluripotenten embryonalen 
Stammzellen eine bereits eingeschränkte prospektive Potenz aufweisen (Sethe et al., 2006). 
Die CD34- MSC sind nunmehr für die Regeneration vorwiegend mesenchymaler Gewebe 
(Knochen, Knorpel, Muskel, Fett) zuständig (Pittenger et al., 1999). Leukozyten – damit auch 
die CIK-Zellen – gehen jedoch aus den CD34+ hämatopoetischen Stammzellen hervor. In der 
vorliegenden Arbeit wurden die MSC hinsichtlich der Expression von CD34 auf der 
Oberfläche untersucht und es ließen sich durchflusszytometrisch keine bis allenfalls schwache 
Signale für CD34 (Abbildung 12) nachweisen, was somit gegen eine Ausdifferenzierung 
spricht. Dabei erscheint es interessant, dass die allgemeine Kontroversität im Zusammenhang 
mit der Identität der mesenchymalen Stammzellen sich auch auf den hämatopoetischen 
Stammzellmarker CD34 erstreckt. Einerseits äußert sich die gängige Literatur dahingehend, 
dass MSC – in Abgrenzung zu den CD34+ HSC – CD34 negativ sind, andererseits existieren 
auch Berichte, die das Gegenteil einräumen und beschreiben, dass gerade murine 
mesenchymale Stammzellen auch positiv für den die Fähigkeit zur Hämatopoese anzeigenden 
Stammzellmarker CD34 sein können (Copland et al., 2007).  
Einigen Autoren zufolge ist dabei nicht ganz klar, inwieweit die mesenchymalen Stammzellen 
tatsächlich selbst das CD34 Antigen auf ihrer Oberfläche tragen oder aber ob sich schlicht 
auch CD34+ HSC in den Kulturen befinden. Baddoo et al. z. B. weisen in diesem 
Zusammenhang darauf hin, dass sich die Protokolle zur Isolierung der MSC aus dem bunten 
Gemisch der auch Endothelzellen, fibroblastische und hämatopoetische Stammzellen 
enthaltenden Knochenmarkzellen lediglich auf die Plastikadhärenz der eigentlich CD34- MSC 
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stützen (vgl. 3.3.2.1). Nach Auffassung der Arbeitsgruppe reicht das für eine saubere 
Trennung nicht aus und die so isolierte Zellpopulation stellt lediglich eine Mischung aus 
CD34+ HSC und CD34- MSC und keine reine MSC-Population dar. Als Alternative wird von 
der Arbeitsgruppe eine immundepletierende Methode zur Isolierung der MSC aus den 
Knochenmarkzellen vorgeschlagen (Baddoo et al., 2003).  
Neueren Betrachtungsweisen zufolge könnten auch Transdifferenzierungsprozesse eine Rolle 
spielen. Demnach könnten MSC in der Lage sein, sich nicht nur in Zellen des mittleren 
Keimblattes (Mesoderm), sondern auch in Zellen anderer Keimblätter (z. B. in Haut-, Leber- 
oder neuronale Zellen) transdifferenzieren zu können (Chen et al., 2012; Krabbe et al., 2006). 
Allerdings wird die Fähigkeit zur Transdifferenzierung auch stark diskutiert. Phinney und 
Prockop führen die gewebsregenerativen Eigenschaften der MSC weniger auf 
Transdifferenzierungsprozesse, als auf eine Beeinflussung des Micromilieus durch von den 
MSC freigesetzte humorale Faktoren zurück (Phinney und Prockop, 2007).  
Eine andere Arbeitsgruppe zeigte zwar, dass sich MSC phänotypisch zu Neuronen 
differenzieren können, doch gibt auch diese Arbeitsgruppe zu bedenken, dass weitere Tests 
erforderlich sind, um mit Gewissheit zu klären, inwieweit es sich tatsächlich um Neurone oder 
lediglich um neuronenähnliche Zellen handelt (Liu et al., 2012). 
In dieser Diskussion erscheinen auch kleine embryonalstammzellähnliche Zellen des 
Knochenmarks (VSEL = very small embryonic like stem cells) erwähnenswert. Dabei handelt 
es sich um eine kleine Stammzellfraktion aus dem Knochenmark, die charakteristische 
embryonale Stammzellmarker exprimiert. Es wurde gezeigt, dass sich diese pluripotenten 
VSELs in Zellen aller drei Keimblätter ausdifferenzieren können und bei 
Gewebeschädigungen über die Blutbahn an die geschädigten Orte gelangen, um dort bei der 
Geweberegeneration mitzuwirken (Ratajczak et al., 2008; Kucia et al., 2006). VSELs, die sich 
ggf. unter den in die Kokultur eingegangenen MSC befinden, könnten sich demnach zu CIK-
Zellen ausdifferenziert haben und somit ebenfalls für die Proliferationszunahme 
verantwortlich sein. 
Um die Frage einer möglichen Ausdifferenzierung weiter zu untersuchen, wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein Kokulturversuch mit DiD gelabelten MSC durchgeführt (vgl. 
Abbildung 14). So konnten im Verlauf anhand der DiD-Färbung sowie unter Einbezug des 
Oberflächenphänotyps Rückschlüsse auf das Schicksal der MSC in der Kokultur gezogen 
werden. Es zeigte sich zum einen, dass nach 4 h keine phänotypischen MSC (CD3-/CD25-) 
mehr, sondern nur noch CD3+/CD25+ Zellen (CIK) in der Kokultur nachweisbar waren, zum 
anderen befanden sich aber auch keinerlei DiD-positiven Zellen mehr in der Kokultur. Zellen, 
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die einen Ursprung in den DiD gelabelten MSC besitzen, sollten aber auch nach einer 
eventuellen Ausdifferenzierung noch ein positives Signal für DiD aufweisen.  
Immerhin wäre es vorstellbar, dass das DiD-Signal aufgrund der starken Proliferation 
ausgedünnt wurde und daher negative Messergebnisse im FACS lieferte. Auch könnten die 
MSC durch die Einwirkung der CIK die DiD-Markierung verloren haben, z. B. durch 
Membranschäden, ausgelöst durch die CIK, doch weder eine Ausdünnung noch 
Membranschäden erklären den CD3/CD25 Phänotypen-Switch. Dieser könnte allerdings z. B. 
durch die bereits erwähnten Transdifferenzierungsvorgänge erklärt werden. 
Zusammengenommen ließe sich unter Annahme dieser Hypothesen – DiD-Verlust infolge 
Ausdünnung oder Membranschäden und CD3/CD25 Phänotypen-Switch aufgrund von 
Transdifferenzierung – eine Ausdifferenzierung der MSC zu CIK-Zellen mit den hier 
vorgestellten Befunden in Einklang bringen. Allerdings scheint das gleichzeitige 
Zusammentreffen dieser Voraussetzungen doch fragwürdig. Der Zeitraum von 4 h mutet 
zudem recht kurz für eine komplette Differenzierung aller MSC zu CIK-Zellen an und 
überdies ist die beobachtete Wachstumszunahme zwar ausgeprägt (vgl. Abbildung 3), doch 
bleibt anzuzweifeln, dass diese ausreichen würde, das DiD-Signal binnen 4 h komplett 
auszudünnen.  
 
5.1.1.2.2 Diskussion immunologischer Eigenschaften von MSC 
Da die Zellen einen Pool aus mehreren genetisch nicht identischen Mäusen darstellen, könnte 
die beobachtete Wachstumszunahme auch auf eine immunologische Aktivierung, wie sie im 
Rahmen einer Abwehrreaktion auftritt, zurückzuführen sein. Eine Immunreaktion könnte sehr 
gut im Zeitraum von 4 h abgelaufen sein und würde damit auch das Nichtvorhandensein von 
phänotypischen MSC sowie das negative DiD-Signal erklären.  
 
Aus einer Vielzahl von Publikationen geht indessen hervor, dass MSC gerade nicht 
immunogen sind (z. B. Götherström, 2007; Stagg, 2006). Es konnte gezeigt werden, dass sich 
MSC z. B. über einen Ifn-γ vermittelten Mechanismus dem Zugriff durch NK-Zellen 
entziehen (Spaggiari et al., 2006). Da auch CIK-Zellen Ifn-γ und Tnf-α sezernieren (Stagg, 
2006; Baker et al., 2001; Zoll et al., 1998), erscheint es nicht abwegig, dass die MSC auch 
hier über ähnliche Mechanismen einer Immunreaktion der CIK-Zellen entgegenwirken 
können. 
Weiterhin wird humanen mesenchymalen Stammzellen auch antiproliferativer Charakter auf 
die IL-2 abhängige Proliferation von T-Lymphozyten (Liu et al., 2007; Tse et al., 2003; Le 
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Blanc, 2003) als auch auf die IL-2 abhängige Proliferation von NK-Zellen (Spaggiari et al., 
2008; Spaggiari et al., 2006) zugeschrieben. Angesichts dessen überrascht die in dieser Arbeit 
beobachtete wachstumsstimulierende Wirkung der MSC auf eine Zellpopulation, welche die 
Eigenschaften von T-Lymphozyten und NK-Zellen in sich vereint. 
Hier gilt es zu bedenken, dass CIK-Zellen zwar Eigenschaften von NK-Zellen und T-
Lymphozyten vereinen, sich aber eben auch in einigen Punkten deutlich von diesen 
unterscheiden5. Dass in den erwähnten Publikationen entweder T-Lymphozyten oder aber 
NK-Zellen, jedoch keine CIK-Zellen, betrachtet werden, mag eine Erklärung abgeben.  
Davon abgesehen lassen sich eine Reihe von Arbeiten finden, die belegen, dass MSC nicht 
generell immunsuppressive und antiproliferative Eigenschaften aufweisen, sondern dass eine 
Vielzahl von unterschiedlichen Bedingungen und Voraussetzungen eine Rolle spielen und 
deswegen differenziertere Betrachtungsweisen vonnöten sind (Stagg, 2006). So z. B. eine 
Arbeit von Sotiropoulou und Kollegen, die NK Zellen in NKbright, welche Zytokine 
produzieren, und NKdim, die für die Zytotoxizität zuständig sind, unterteilen. Nach den 
Erkenntnissen dieser Arbeitsgruppe werden nur NKdim in Gegenwart von MSC in ihrer 
Proliferation gehemmt, NKbright hingegen zur verstärkten Proliferation angeregt (Sotiropoulou 
et al., 2006). 
Selbst in Arbeiten, in denen der immunsuppressive und antiproliferative Charakter von 
mesenchymalen Stammzellen beschrieben wird, wird darauf hingewiesen, dass dies nur bei 
hohem Verhältnis von MSC : Lymphozyten (>1:10) gilt, bei niedrigeren Ratios (ab 1:100) 
hingegen oftmals eine gesteigerte Proliferationsrate zu beobachten ist (Le Blanc, 2003). 
Spaggiari und Kollegen weisen in diesem Zusammenhang darauf hin, dass MSC zwar nicht 
durch ruhende NK-Zellen wohl aber durch mit IL-2 aktivierte NK-Zellen lysiert werden (z. B. 
über NKG2D oder DNAM-1 Wechselwirkungen) (Spaggiari et al., 2006). Dies würde die 
These einer stattgefundenen Lyse ebenfalls stützen, da auch in den Experimenten zur 
vorliegenden Arbeit die CIK-Zellen mit IL-2 stimuliert wurden. Auch der Einfluss auf die 
Proliferation hängt davon ab, ob aktivierte oder ruhende NK-Zellen betrachtet werden. 
Dieselbe Arbeitsgruppe konnte nämlich zeigen, dass MSC die IL-2 vermittelte Proliferation 
von ruhenden NK-Zellen hemmen, allerdings nur geringen Einfluss auf die Proliferation von 
aktivierten NK-Zellen ausüben (Spaggiari et al., 2008).  
                                                 
5
 z. B. im Oberflächenphänotyp: NK-Zellen CD3-/CD56+, T-Lymphozyten CD3+/CD56-, CIK-Zellen 
CD3+/CD56+ 
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Die vielfältigen und kaum vorhersehbaren Einflüsse der MSC auf das Immunsystem spiegeln 
sich auch in Berichten von z. B. Eliopoulos oder auch Fibbe wider, die zeigen, dass es bei der 
Infusion von CD34+ HSC und der Koinfusion von allogenen MSC durchaus zu 
Abstoßungsreaktionen mit Zunahme des Anteils an CD8+ T-Lymphozyten, NKT-Zellen und 
NK-Zellen kommen kann (Fibbe et al., 2007; Eliopoulos et al., 2005), was im starken 
Gegensatz zu den vielmals beschriebenen immunsuppressiven Eigenschaften von MSC und 
den damit einhergehenden und als sehr vielversprechend angesehenen Hoffnungen, MSC zur 
Prävention bzw. Therapie von GvHD z. B. im Rahmen von hämatopoetischen 
Stammzelltransplantationen einzusetzen (Wagey, 2008; Spaggiari et al., 2006; Le Blanc, 
2003), steht.  
Und auch Stagg oder Le Blanc liefern Argumente dagegen, die MSC als grundsätzlich 
immunsuppressiv einzustufen. Sie beschreiben eine Ifn-γ vermittelte Heraufregulierung von 
MHC-II-Molekülen auf der Oberfläche von MSC. MSC könnten damit endozytotisch 
aufgenommene und intrazellulär prozessierte Antigene über MHC-II an CD4+ T-Helferzellen 
präsentieren und diese zur weiteren Aktivierung des Immunsystems anregen (Stagg, 2006; Le 
Blanc, 2003).  
Vor allem müssen auch speziesabhängige Unterschiede in Betracht gezogen werden, existiert 
doch eine Vielzahl von Belegen dafür, dass gerade bei den MSC erhebliche Unterschiede 
zwischen den einzelnen Spezies auftreten können (z. B. Krampera et al., 2007; Le Blanc, 
2003). 
 
Dies alles zeigt, dass die immunologischen Wechselwirkungen von mesenchymalen 
Stammzellen außerordentlich komplex, bislang kaum verstanden und darum sehr differenziert 
zu betrachten sind. Nach gegenwärtigem Wissensstand existieren sowohl hemmende als auch 
stimulierende Tendenzen nebeneinander. Die hinter der beobachteten Proliferationszunahme 
ablaufenden Prozesse sind daher bislang nur unvollständig erklärbar. Sowohl Zell-Zell-
Interaktionen, humorale Faktoren oder auch Abwehrreaktionen kommen sicherlich in 
Betracht, müssen allerdings auch nicht zwingend eine Rolle spielen. Eine Ausdifferenzierung 
der MSC zu CIK-Zellen erscheint nach vorliegenden Daten eher unwahrscheinlich. Welcher 
Einfluss in einem konkreten Umfeld schließlich dominiert, kann aufgrund der Vielfältigkeit 
an möglichen Wechselwirkungen kaum vorhergesagt werden, sondern muss auf der Basis 
praktischer Experimente und schließlich in vivo weiter untersucht und belegt werden.  
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5.1.2 Fehlerbetrachtung 
Die in dieser Arbeit vorgestellten Proliferationsverläufe spiegeln Durchschnittskurven aus 
einer Reihe von zeitlich aufeinanderfolgenden Zellkulturen wider. Die absoluten Zahlenwerte 
der CIK-Zellen übersteigen Beträge von über 2 Mrd.. Bedenkt man, dass sich in einer 
Kokulturflasche ca. 5 - 10 Mio. Zellen befinden, leuchtet die Notwendigkeit ein, hier mit 
Stichproben und Hochrechnungen zu arbeiten. Bei den aufgezeigten Wachstumskurven 
handelt es sich daher um statistische Schätzungen der tatsächlichen Mittelwerte. Um dem 
Rechnung zu tragen, sind die jeweiligen Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.) als 
Fehlerindikatoren in den Graphiken angegeben. Der Standardfehler des Mittelwertes 
beschreibt die Genauigkeit einer Schätzung des Erwartungswertes einer Grundgesamtheit 
anhand einer Stichprobe aus dieser Grundgesamtheit (Löffler et al., 2004, S. 36). Da es sich in 
diesem Fall um einen relativen Fehler handelt, steigen die absoluten Beträge des 
Standardfehlers mit Zunahme der absoluten Zellzahlen an. Dies schlägt sich auf den 
Abbildungen 2 - 5 in den größeren Beträgen der Fehlerindikatoren bei den höheren Zellzahlen 
nieder.  
In diesem Zusammenhang sei auf ein weiteres Problem, das gleichfalls vor allem im 
fortgeschrittenerem Kulturverlauf zu größeren Fehlern führt, hingewiesen. So kommt es mit 
zunehmender Kulturdauer zu einer bereits lichtmikroskopisch wahrnehmbaren Akkumulation 
von totem Zellmaterial und Zelltrümmern in der Trypanblaufärbung. Die Zellen verlieren ihre 
typische Morphologie und Färbung, was eine lichtmikroskopische Unterscheidung zwischen 
lebenden und toten Zellen sowie Zelltrümmern vor allem zum Kulturende hin zunehmend 
schwierig und ungenau macht. Infolgedessen ist eine genaue Bestimmung der Zellzahlen 
erschwert, was wiederum eine Betragzunahme der Fehlerindikatoren vor allem gegen Ende 
der Kulturen nach sich zieht. 
Um dem zu begegnen, wurden sämtliche Zellzahlbestimmungen als Mehrfachbestimmungen 
aus verschiedenen Zellkulturflaschen durchgeführt. Zusätzlich stellt jeder einzelne dieser 
Messwerte selbst wiederum den Mittelwert eines Wertequartetts dar. Auch wurden 
Mittelwerte aus mehreren Zellkulturdurchläufen für die hier präsentierten Wachstumskurven 
verwendet. Um personenabhängige Schwankungen zu vermeiden, wurden sämtliche 
Zellzählungen durch dieselbe Person vorgenommen. Durch zusätzliche Zellkulturen und 
damit größere Stichprobenumfänge ließen sich die Standardfehler der Mittelwerte weiter 
reduzieren. 
Dass bei der Zählung der kokultivierten CIK-Zellen nicht fälschlicherweise sich eventuell von 
der Oberfläche der Zellkulturflaschen abgelöste und in Suspension gegangene MSC als CIK 
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gezählt worden sind, geht aus den durchflusszytometrischen Messungen der kokultivierten 
CIK hervor, die die CD3+ Suspensionszellen in Abgrenzung zu den CD3- MSC eindeutig als 
CIK-Zellen identifizieren und belegen, dass sich keine MSC unter den Suspensionszellen 
befanden (vgl. Abbildung 7). Darüber hinaus wird aus Abbildung 14 ersichtlich, dass sich 
bereits 4 h nach Beginn der Kokultur keine MSC mehr in den Kokulturflaschen – weder in 
Suspension noch unter den adhärenten Zellen – nachweisen ließen, was eine fälschliche 
Zählung von MSC als CIK-Zellen an den Tagen 11 und 14 ebenfalls ausschließt. 
5.2 Identifizierung der CIK sowie Beeinflussung von Phänotyp und Vitalität 
CIK-Zellen sind phänotypisch bereits von einer Reihe Autoren untersucht worden. Demnach 
fallen Zellen, die Charakteristika von sowohl T-Zellen als auch NK-Zellen aufweisen, unter 
den CIK-Begriff. Aus oberflächenphänomenologischer Sicht spiegelt sich das in der 
Expression der T-Zell-Marker CD3, CD8a, CD25 und T-Cell-Rezeptor auf der Oberfläche 
und dem gleichzeitigen Vorkommen der NK-Zell-Oberflächenmoleküle CD49, CD69 und 
NK1.1 (murine CIK) bzw. CD56 (humane CIK) wider (Yeh und Kam, 2010; Wang et al., 
2002; Baker et al., 2001; Schmidt-Wolf et al., 1993). Der in dieser Arbeit vorgestellte 
Oberflächenphänotyp (Abbildung 6) und auch der zeitliche Verlauf entsprechen den in der 
Literatur beschriebenen Merkmalen und weisen damit die in dieser Arbeit untersuchten Zellen 
als CIK-Zellen im Sinne der oben angegebenen Publikationen aus. Dass NK1.1 als murines 
Gegenstück zu CD56 (einem wichtigen Marker für humane CIK-Zellen) eine vergleichsweise 
schwache Intensitätszunahme erfährt, mag auf den ersten Blick verwundern, doch legen 
bisher veröffentlichte an murinen CIK gewonnene Daten im Allgemeinen eine schwache 
Expression von NK1.1 nah (Baker et al., 2001). Überdies ist bekannt, dass zwischen den 
verschiedenen Mausstämmen generell gravierende Unterschiede hinsichtlich der NK1.1 
Expression auftreten können (Maruoka et al., 1998).  
 
Um einen möglichen Einfluss der MSC auf den Phänotyp der CIK-Zellen zu untersuchen, 
wurden sowohl cCIK als auch die Kontrollen an Tag 14 (nach 7 Tagen Kokultur) geerntet und 
durchflusszytometrisch hinsichtlich der Expression von CD3, CD45, CD4, CD8a, CD19, 
CD49, NK1.1, CD25 und CD69 analysiert (vgl. Abbildung 7). Bei keinem der gemessenen 
Oberflächenmoleküle ließen sich Unterschiede feststellen, was dafür spricht, dass die 
Kokultur mit MSC den Oberflächenphänotyp der CIK-Zellen nicht beeinflusst.  
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Allerdings ließen sich Unterschiede zwischen der Vitalität der Kontrollen und der Kokultur 
(Abbildung 8) messen. Bei den kokultivierten Zellen fand sich in der 7-AAD-Färbung ein 
höherer Anteil an signalschwachen Zellen, was eine höhere Vitalität der Kokultur impliziert 
(80% vs. 65%). Gestützt wird diese Beobachtung zusätzlich durch lichtmikroskopische 
Befunde in der Trypanblaufärbung. Auch hier präsentierten sich die cCIK vitaler als die 
Kontrollen (87% vs. 64%). Allerdings ist gemäß des im Material und Methoden Teil 
vorgegebenen Signifikanzniveaus von α = 0,05 der gezeigte Unterschied mit einem p = 0,1 als 
nicht signifikant einzustufen. Es erscheint jedoch wahrscheinlich, dass dies vorrangig der 
geringen Fallzahl (n = 3) geschuldet ist. Weitere Kulturen sind notwendig, um genauere 
Aussagen hinsichtlich der Signifikanz treffen zu können. 
 
Es lässt sich festhalten, die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der 
Suspensionszellen weisen diese als murine CIK-Zellen im Sinne o. g. Publikationen aus. Das 
Kokultivieren der CIK-Zellen mit MSC hat nach den Erkenntnissen dieser Arbeit keinen 
Einfluss auf den Oberflächenphänotyp der CIK. Ein möglicher Benefit hinsichtlich der 
Vitalität der CIK-Zellen ist jedoch messbar.  
5.3 Beeinflussung der Zytotoxizität 
5.3.1 Vergleich Zytotoxizität Kontrollen mit Kokulturen 
Neben der Untersuchung des Einflusses der MSC auf die Proliferationsrate, den 
Oberflächenphänotyp und die Vitalität der CIK-Zellen kommt mit Hinblick auf einen 
möglichen späteren therapeutischen Einsatz in der Tumortherapie der Zytotoxizität eine große 
Bedeutung zu. Ein rein wachstumsproliferierender Einfluss der MSC wäre wenig interessant, 
wenn man sich das höhere Wachstum mit einer Abnahme der Zytotoxizität erkaufen müsste. 
Wie in Abbildung 9 jedoch gezeigt werden kann, steigen die Lyseraten der Kontrollen als 
auch die der kokultivierten CIK-Zellen mit zunehmendem Effektorzell/Targetzellverhältnis 
gleichermaßen bis auf eine Lyserate von 27% an. Ab einem Verhältnis von ca. 30:1 ist keine 
weitere Zunahme bzw. sogar eine Abnahme der Lyseraten sowohl bei den Kontrollen als auch 
bei den cCIK zu erkennen. Die Lyseraten unterscheiden sich bei keiner der untersuchten 
Ratios signifikant (p > 0,1). 
Es konnte somit gezeigt werden, dass durch die Kokultur mit MSC die Zytotoxizität der CIK-
Zellen gegen die getestete Tumorzelllinie nicht beeinträchtigt wird. Damit ist eine wichtige 
Voraussetzung für weitere Forschungsbemühungen in diese Richtung erfüllt.  
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5.3.2 Fehlerbetrachtung 
Bei den vorgestellten Versuchen werden biologische Werte gemessen. Eine natürliche 
Streuung findet sich nahezu obligat bei biologischen Messungen. Während die relative 
Streuung von der Größe der zu messenden Werte unbeeinflusst bleibt, steigt der absolute 
Wert der Streuung mit der Größe der zu bestimmenden Werte an. Diese Tatsache schlägt sich 
in den tendenziell größeren Fehlerindikatoren bei den hohen Ratios nieder (Abbildung 9).  
Eine weitere Fehlerquelle erschließt sich, wenn man auf die zur Kalkulation der Lyseraten 
verwendete Formel schaut (vgl. 3.3.5.2). Die errechnete Lyse beschreibt demnach eine 
Relation zwischen den durch den Einsatz der CIK-Zellen zusätzlich lysierten Targetzellen 
(Zähler = in den folgenden Ausführungen als „Zytotoxizität“ bezeichnet) und der Spanne 
zwischen Targetmaximalfreisetzung und Targetspontanfreisetzung (Nenner = in den 
folgenden Ausführungen als „Bezugsgröße“ bezeichnet). Anders ausgedrückt: Die Differenz 
zwischen Targetmaximalfreisetzung und Targetspontanfreisetzung stellt die Bezugsgröße für 
die Zytotoxizität dar.  
Mit Ansteigen der Ratios steigt nun auch die Effektorspontanfreisetzung (ESF) aufgrund der 
höheren Effektorzellmasse an. Dies würde per se kein Problem darstellen, wird doch die 
Zytotoxizität gemäß obiger Formel stets um die ESF korrigiert. Aber einhergehend mit der 
steigenden ESF steigt auch die natürliche Schwankungsbreite der ESF an. Wird schließlich 
die ESF im Verhältnis zur gesuchten Lyserate sehr groß, schlägt sich in der Folge allein die 
normale natürliche Schwankungsbreite der ESF in einer Größenordnung auf die Formel 
nieder, die der kalkulierten Lyserate und damit der gesuchten Zielgröße entspricht. Die 
berechnete Lyserate wäre gemäß obiger Formel nicht länger nur eine Funktion der 
Zytotoxizität, sondern auch und vor allem eine Funktion der Schwankungen der ESF. 
Schwankt die ESF schließlich sogar in einer Größenordnung, welche die gesuchte Lyserate 
oder selbst die gesamte Bezugsgröße übersteigt, wird die Formel völlig konfuse und 
unplausible Werte, wie Lyseraten über 100% oder unter 0%, liefern. Dieser Effekt nimmt mit 
der Höhe der ESF zu, sodass er umso stärker ausgeprägt ist, desto höher die 
Effektorzell/Targetzellratio wird. Tatsächlich ist mit zunehmender Effektorzell/Targetzellratio 
eine Zunahme von negativen Lyseraten bzw. von Werten über 100% zu beobachten. Da 
solche Ergebnisse unmöglich der Realität entsprechen können, wurden Werte, bei denen es 
sich offenkundig um Artefakte handelte, in der vorliegenden Arbeit bei der Berechnung der 
durchschnittlichen Lyseraten nicht berücksichtigt, mit der Folge, dass weniger realistische 
Werte zur Verfügung standen und sich die Stichprobenumfänge verkleinerten. Kleinere 
Stichprobenumfänge ziehen jedoch größere Standardabweichungen bzw. in diesem Fall einen 
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größeren S.E.M nach sich. Sowohl der Einfluss der natürlichen Streuung als auch der Einfluss 
der ESF im Bereich der hohen Ratios können über die Durchführung einer größeren Anzahl 
von Messungen reduziert werden. 
5.4 Identifizierung der MSC 
Um die für diese Arbeit verwendeten adhärenten Knochenmarkzellen zu definieren, wurden 
auf der Basis der von der ISCT vorgeschlagenen Kriterien für humane MSC (Dominici et al., 
2006) sowie unter Berücksichtigung diverser sich mit murinen MSC auseinandersetzender 
Publikationen folgende Eigenschaften herangezogen: 
 
 
• Adhärenz an Plastikoberflächen (Dobson et al., 1999; Friedenstein et al., 1976) 
• Fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie (Sekiya et al., 2002; Friedenstein et al., 
1976) 
• Wachstum in Colony-forming-units und Differenzierungsfähigkeit zu Osteoblasten 
(Sethe et al., 2006) 
• Oberflächenphänotyp (Wagey, 2008; Dominici et al., 2006; Peister et al., 2004; 
Baddoo et al., 2003; Pittenger et al., 1999; Phinney et al., 1999) 
 
Die erste Eigenschaft ergibt sich bereits aus dem in Anlehnung an das von Dobson 
beschriebene und in dieser Arbeit zur Anwendung gekommene Verfahren zur Isolierung und 
Generierung von mesenchymalen Stammzellen, das ja im Wesentlichen auf der Eigenschaft 
der Adhärenz an Plastikoberflächen beruht (vgl. Dobson et al., 1999). 
Die fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie konnte im Ergebnisteil (Abbildung 10) 
gezeigt werden. Zu erkennen ist eine morphologische Veränderung der MSC von kleinen 
runden bis ovalen Zellen (Tag 4, RS-1A) hin zu einem Zelltyp mit großem Zellkörper und 
weitflächigen Ausläufern (Tag 42, RS-1C), wobei die großen Zellen ausgereifteren Formen 
mit bereits eingeschränkter Differenzierungspotenz entsprechen (Prockop et al., 2003; Sekiya 
et al., 2002). 
Hinsichtlich der Differenzierungsfähigkeit der verwendeten Knochenmarkzellen konnte 
gezeigt werden, dass sich die Zellen kolonieartig vermehren (Abbildung 11). Erfolgt die 
Kultur dabei in Normalmedium (vgl. 3.2.4.2), so zeigen nur wenige der in der unspezifischen 
Methylenblaufärbung zur Darstellung gekommenen Kolonien eine gleichzeitige Expression 
von alkalischer Phosphatase (vgl. Abbildung 11, 1. Zeile). Dies ist Ausdruck für eine nur 
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schwach ausgeprägte Differenzierung der MSC zu Osteoblasten, was, da keine 
entsprechenden Zusätze zu den Medien gegeben wurden, so auch zu erwarten war 6. 
Im Gegensatz dazu erweist sich bei der Kultur in osteogenem Medium ein großer Teil der in 
der unspezifischen Methylenblaufärbung dargestellten Kolonien gleichzeitig auch positiv für 
das Enzym alkalische Phosphatase (vgl. Abbildung 11, 2. Zeile). Ein Ergebnis, das für die 
Existenz von Osteoblasten in den Kolonien spricht und unter Berufung auf die für MSC 
charakteristische Fähigkeit, sich unter Zusatz von Dexamethason und Askorbinsäure zu 
Osteoblasten auszudifferenzieren, die Identität der in der Kokultur verwendeten adhärenten 
Zellen als MSC unterstreicht (Sethe et al., 2006).  
Die durchflusszytometrische Charakterisierung wirft unterdessen einige Fragen auf. 
Ausgehend von den Kriterien der ISCT für humane MSC sowie einer Reihe von 
Publikationen über murine MSC zeichnet sich trotz zahlreicher Widersprüche ein Phänotyp 
ab, wonach MSC durch das Vorhandensein von CD44, CD73, CD90 und CD166 sowie das 
Fehlen von CD3, CD4, CD11b, CD31, CD34 und CD45 charakterisiert werden (Wagey, 
2008; Dominici et al., 2006; Peister et al., 2004; Baddoo et al., 2003; Colter et al., 2001; 
Pittenger et al., 1999). In Übereinstimmung mit diesen Literaturbeschreibungen zeigen die in 
dieser Arbeit untersuchten Zellen negative Signale für CD3, CD4, CD31 sowie CD34 und es 
ergaben sich positive Signale für CD44, CD73 und CD166 (Abbildung 12). Zu diskutieren 
bleiben die Marker CD11b und CD45, für die bei den hier gezeigten Experimenten sowohl 
negative aber auch positive Teilpopulationen auftraten, und CD90, das sich bei den 
Messungen zu dieser Arbeit negativ darstellte. Im Folgenden werden daher die 
durchflusszytometrischen Befunde dieser Arbeit, v. a. mit Hinblick auf die drei letztgenannten 
Oberflächenmoleküle diskutiert werden.  
Zunächst muss festgestellt werden, dass der überwiegende Teil der sich mit MSC 
auseinandersetzenden Publikationen humane MSC zum Gegenstand hat und auch die ISCT-
Kriterien für humane MSC formuliert sind. Dabei können sich murine MSC erheblich von 
humanen MSC unterscheiden (Krampera et al., 2007). Beispielsweise berichtet Le Blanc, dass 
murine MSC im Gegensatz zu ihren humanen Artgenossen keine MHC-II-Moleküle auf ihrer 
Oberfläche zeigen (Le Blanc, 2003). Zwischen den Spezies (und selbst innerhalb einer 
Spezies bei verschiedenen Stämmen) können auch erhebliche Unterschiede z. B. im 
                                                 
6
 Dass sich auch ohne Zugabe von osteogenen Mediumzusätzen einige der Zellen zu Osteoblasten differenziert 
haben, erscheint nicht ungewöhnlich. Es existieren Arbeiten, die für aus Knochenmark gewonnene MSC eine 
primäre Tendenz beschreiben, sich mit zunehmender Zellalterung und damit einhergehender Reifung in eine 
osteogene Zelllinie zu entwickeln (sog. default pathway) (vgl. Sekiya et al., 2002).  
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Expansionsvermögen auftreten. Während in der Literatur humanen MSC eine enorme 
Proliferationskapazität zugeschrieben wird, konnte eine Reihe von Autoren zeigen, dass 
gerade murine MSC sich nur schlecht in vitro expandieren lassen (Peister et al., 2004; Baddoo 
et al., 2003; Phinney et al., 1999). Auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MSC 
zeigten ein nur schwach ausgeprägtes Expansionsvermögen (hier nicht gezeigt). 
In Bezug auf die hier zur Diskussion stehenden Marker CD11b, CD45 und CD90 finden sich 
ebenfalls speziesabhängige Unterschiede. Publikationen über humane MSC postulieren 
mehrheitlich einen CD11b- und CD45- -Phänotyp (Wagey, 2008; Dominici et al., 2006; 
Pittenger et al., 1999). Für murine MSC sieht das anders aus. Phinney und Kollegen zufolge 
können Zellkulturen von adhärenten Knochenmarkzellen bei Mäusen lymphohämatopoetische 
Epitope wie CD11b oder CD45 enthalten (Phinney et al., 1999).  
Eine weitere Publikation über murine MSC beschreibt diese zwar grundsätzlich als CD11b- 
und CD45-, doch handelt es sich nach Auffassung der Publizierenden bei den adhärenten 
Knochenmarkzellen um ein Gemisch aus fibroblastischen und hämatopoetischen Zellen. An 
diesen Zellen von derselben Arbeitsgruppe durchgeführte FACS-Analysen zeigen jeweils 
sowohl positive als auch negative Teilpopulationen für CD11b und CD45 und entsprechen 
damit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die Arbeitsgruppe führt diese Unterschiede 
darauf zurück, dass sich die Protokolle zur Isolierung der MSC aus dem bunten Gemisch der 
Knochenmarkzellen lediglich auf die Plastikadhärenz der MSC stützen. Nach Ansicht der 
Arbeitsgruppe reicht das für eine saubere Trennung nicht aus und es wird eine 
Immundepletion vorgeschlagen, um eine (reinere) MSC-Kultur zu gewinnen. Eine 
durchflusszytometrische Analyse dieser mittels Immundepletion gewonnenen MSC ergab 
dann auch negative Signale für CD11b und CD45. Die weiterhin von dieser Arbeitsgruppe 
untersuchte Expression von CD90 konnte dieses Antigen selbst auf den immundepletierten 
MSC nicht nachweisen (Baddoo et al., 2003), was sich ebenfalls mit den 
Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Arbeit deckt (vgl. Abbildung 12).  
Die Expression von CD90 auf murinen MSC wurde überdies auch von Colter und Kollegen 
untersucht. Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass murine MSC nur in bestimmten 
Reifungsstadien CD90 exprimieren und dass dieses Molekül ansonsten nicht nachweisbar ist 
(Colter et al., 2001).  
Anzuführen ist an dieser Stelle auch, dass bei Mäusen zwei unterschiedliche Alloantigene für 
CD90 existieren: CD90.1 (Thy1.1) und CD90.2 (Thy1.2). Die kommerziell erhältlichen 
Antikörper für die Durchflusszytometrie binden je nach Clon entweder Thy1.1 oder Thy1.2. 
Eine Kreuzreaktivität besteht bei den meisten Clonen nicht. Dass die Datenlage bezüglich der 
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CD90 Expression auf murinen MSC insgesamt und speziell in Bezug auf Thy1.1 oder Thy1.2 
zum einen sehr dünn und zum anderen teilweise widersprüchlich ist und dass die einzelnen 
Publikationen oftmals unterschiedliche Mausstämme oder Ursprungsgewebe für die 
Isolierung betrachten, erschwert z. B. bereits die Auswahl eines geeigneten Antikörpers. So 
fand eine Arbeit, die aus Knochenmark isolierte mit aus Amnionflüssigkeit gewonnene MSC 
vergleicht, bei letzteren keine Thy1.2 und bei den aus Knochenmark isolierten MSC nur ca. 
10% Thy1.2 positive Zellen (Nadri und Soleimani, 2007). Thy1.1 wurde von Huiming und 
Kollegen untersucht und konnte auf murinen MSC nicht nachgewiesen werden (Huiming et 
al., 2008). Und eine weitere Arbeit, die MSC von insgesamt 4 Mausstämmen (C57Bl/6J, 
BALB/c, FVB/N, DBA1) und von humanen MSC durchflusszytometrisch vergleicht, fand 
weder Thy1.1 noch Thy1.2 auf den murinen MSC, sehr wohl aber Thy1.1 auf den humanen 
MSC (Peister et al., 2004). 
Alles in allem zeigen diese Ausführungen, dass insbesondere hinsichtlich der Marker CD11b, 
CD45 und CD90 sehr widersprüchliche Angaben in der Literatur zu finden sind. Eine Reihe 
von Gründen hierfür wurde angeführt, wie z. B. die sich lediglich auf die Plastikadhärenz der 
MSC verlassenden Isolierungsprotokolle, unterschiedliche Herkunftsgewebe der MSC, 
unterschiedliche Mausstämme und unterschiedliche Reifungsstadien sowie speziesabhängige 
Unterschiede oder auch unterschiedliche Alloantigene der untersuchten Oberflächenmoleküle. 
Sieht man die Ergebnisse der FACS-Analysen vor diesem Hintergrund, erklären sich die 
Abweichungen von dem eingangs vor allem für humane MSC postulierten Phänotyp. 
 
Zusammenfassend kann damit festgehalten werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten 
MSC den adhärent wachsenden Anteil der Knochenmarkzellen ausmachen, eine 
fibroblastenähnliche Wachstumsmorphologie aufweisen und dass sich in CFU-F-Assays ALP 
exprimierende Zellen nachweisen lassen. Überdies besitzen diese Zellen einen CD44+, CD73+ 
und CD166+ sowie einen CD3-, CD4-, CD31- und CD34- Phänotyp und entsprechen damit den 
o. g. Identifizierungskriterien von MSC. Die auf den ersten Blick zunächst widersprüchlich 
anmutenden Befunde hinsichtlich CD11b, CD45 und CD90 wurden in diesem Abschnitt 
diskutiert und es wurde gezeigt, dass auch diese Befunde die Identität von murinen MSC 
ausmachen. 
6 Schlussfolgerung 
CIK-Zellen stellen eine vielversprechende Option in der Therapie maligner Erkrankungen dar. 
Die Wirksamkeit gegen eine Reihe maligner Tumore und maligner hämatologischer 
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Erkrankungen konnte bereits in zahlreichen Studien belegt werden (Yeh und Kam, 2010; 
Introna et al., 2007; Laport et al., 2006; Jiang et al., 2005; Leemhuis et al., 2005; Shi et al., 
2004). Ein sich bislang auftuendes Problem besteht in der limitierten Verfügbarkeit und der in 
vitro Generierung der für eine adoptive Immuntherapie erforderlichen Menge an CIK-Zellen. 
Forschungsbemühungen richten sich daher auf die Optimierung der in vitro Expansion.  
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kokultivierung von murinen CIK mit murinen 
mesenchymalen Stammzellen zeigt, dass die Ausbeute an CIK-Zellen durch die Kokultur 
erheblich gesteigert werden kann (Wachstumsfaktor Kontrollen: 24 vs. Wachstumsfaktor 
cCIK: 126). Nach den Erkenntnissen dieser Arbeit wirkt sich die Kokultur dabei nicht auf den 
Oberflächenphänotyp der CIK-Zellen aus. Insbesondere wird die Zytotoxizität der CIK-Zellen 
durch den Einfluss der in zahlreichen Publikationen als immunsuppressiv beschriebenen MSC 
nicht beeinträchtigt. Gleichzeitig war eine verbesserte Vitalität sowohl durchflusszytometrisch 
(80% vs. 65%) als auch mittels Trypanblaufärbung (87% vs. 64%) messbar.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass vor allem auf Zellkontakt basierende 
Mechanismen für die beobachteten Effekte verantwortlich sind. Humorale Faktoren scheinen 
anhand von in Experimenten mit MSC-konditioniertem Medium gewonnenen Beobachtungen 
von nachrangiger Bedeutung zu sein. Es sind weitere Kulturen mit konditioniertem Medium 
notwendig, um sichere Aussagen bezüglich der Signifikanz des Einflusses humoraler 
Faktoren treffen zu können.  
Es konnte ferner gezeigt werden, dass am Ende der Kokulturen phänotypisch keine MSC 
mehr in den Kokulturflaschen nachweisbar waren, was mit einer Lyse der MSC durch die 
CIK-Zellen vereinbar ist. Eine daneben vorstellbare Ausdifferenzierung der MSC zu CIK-
Zellen erscheint aufgrund von in dieser Arbeit ebenfalls vorgestellten Ergebnissen von 
Untersuchungen an mit DiD gelabelten MSC durchgeführten Kokulturen eher 
unwahrscheinlich. 
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7 Ausblick 
Der Einsatz von CIK-Zellen zur Therapie maligner Erkrankungen ist bereits in einer Reihe 
von Studien untersucht worden und es konnten Sicherheit und Wirksamkeit gegen 
unterschiedliche Tumorentitäten in zahlreichen doch bislang eher kleineren Studien gezeigt 
werden (Yeh und Kam, 2010; Jiang et al., 2005; Leemhuis et al., 2005; Shi et al., 2004). 
Inwieweit bei einem eventuellen zukünftigen klinischen Einsatz mit autologen oder allogenen 
CIK-Zellen gearbeitet werden wird und ob MSC dabei eine Rolle spielen werden, bleibt 
abzuwarten. Sollte sich auch der allogene Ansatz als wirksam und v. a. sicher erweisen, böte 
das sicherlich eine interessante Option. Anstatt die geschwächten Tumorpatienten durch 
Blutentnahmen zusätzlich zu belasten, könnten die CIK-Zellen von gesunden Spendern 
gewonnen werden, um dann in einem allogenen Ansatz transfundiert zu werden. Auch würde 
sich die Möglichkeit eröffnen, CIK-Zellen auf Vorrat zu generieren und bis zur weiteren 
Verwendung einzufrieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die CIK-Zellen in ihren 
tumorlysierenden Eigenschaften durch das Einfrieren nicht beeinträchtigt werden 
(Schimmelpfennig et al., 2006).  
Weitere interessante Aspekte resultieren aus Studien, in denen nach vorhergehender allogener 
Stammzelltransplantation die Gabe von allogenen Spender-CIK-Zellen im Rahmen einer 
donor-lymphocyte-infusion (DLI) keine oder nur eine geringe GvHD bei gleichzeitig 
signifikanter Lymphomreduktion hervorgerufen hat (Introna et al., 2007; Laport et al., 2006; 
Verneris et al., 2001; Baker et al., 2001). Der zusätzliche Einsatz von MSC könnte sich 
hierbei gleich auf zweierlei Weise günstig auswirken. Zum einen könnte der vielseits 
beschriebene immunsuppressive Effekt der MSC auf T-Lymphozyten (die hauptsächlich für 
die Abstoßungsreaktion verantwortlich gemacht werden) das Risiko einer GvHD mindern, 
wobei die in ihrer Zytotoxizität von den MSC unbeeinträchtigten CIK-Zellen ihren graft-
versus-tumor effect weiterhin ungehindert entfalten könnten (Kordowich, 2008). Zum anderen 
konnte bereits von zahlreichen Autoren gezeigt werden, dass die Koinfusion von MSC auch 
die Implantation von hämatopoetischen Stammzellen im Rahmen von 
Stammzelltransplantationen unterstützt (Huang et al., 2007; Maitra et al., 2004; Angelopoulou 
et al., 2003). 
Insgesamt bilden die vielversprechenden Ergebnisse in Bezug auf die CIK-Zellen die 
Grundlage für größer angelegte Studien, die notwendig sind, um das bisher gezeigte 
verbesserte Outcomepotenzial auch signifikant belegen zu können. Eine Aussage darüber, 
inwieweit die Kokultur mit MSC alternativen Ansätzen (vgl. 1.1.4) in Bezug auf Sicherheit, 
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Wirksamkeit und Kosteneffektivität vergleichbar bzw. überlegen ist, kann im Rahmen dieser 
Arbeit noch nicht getroffen werden. Auch hier besteht ein Anknüpfungspunkt für zukünftige 
Untersuchungen. 
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8 Zusammenfassung 
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Stimuliert man Lymphozyten mit Ifn-γ, anti-CD3 und IL-2, kommt es zur Proliferation einer 
Zellpopulation, die zum einen T-Lymphozytenoberflächenantigene, wie z. B. CD3, CD8a 
oder CD25, zum anderen auch NK-Zelloberflächenantigene, wie z. B. NK1.1, CD49 oder 
CD69, exprimiert. Die so generierten CIK-Zellen zeigen zytotoxische Wirkungen gegen 
Tumorzellen auch ohne vorhergehende Antigenpräsentation und bilden die Grundlage für 
einen zellbasierten Ansatz in der Therapie maligner Erkrankungen. Da allerdings die Menge 
an CIK-Zellen in vivo sehr begrenzt ist, wird nach Möglichkeiten gesucht, die in vitro 
Expansion zu optimieren.  
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In den vergangenen 10 Jahren sind mesenchymale Stammzellen immer stärker in den Fokus 
des weltweiten Forschungsinteresses gerückt. Neben dem Einsatz in der Geweberegeneration 
oder zur Unterstützung von hämatopoetischen Stammzelltransplantationen erschließen sich 
aufgrund ihrer ausgeprägten immunmodulativen Eigenschaften weitere Perspektiven für einen 
möglichen therapeutischen Einsatz.  
Vor diesem Hintergrund wird in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von mesenchymalen 
Stammzellen auf das Proliferationsverhalten, den Oberflächenphänotyp, die Vitalität und die 
Zytotoxizität von CIK-Zellen in einem murinen Kokultursystem untersucht.  
Dafür wurden aus murinem Knochenmark isolierte MSC und aus murinen Milzzellen 
generierte CIK-Zellen für 10 Tage kokultiviert.  
Zur Untersuchung des Einflusses der MSC auf das Proliferationsverhalten wurden die CIK-
Zellen zu im Vorfeld festgelegten Zeitpunkten lichtmikroskopisch unter Verwendung der 
Trypanblau Färbemethode gezählt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die CIK-Zellen in den 
Kokulturen innerhalb von 7 Tagen von 133 Mio. Zellen auf 2.515 Mio. Zellen vermehren, 
während die Kontrollen im gleichen Zeitraum von 133 Mio. auf 495 Mio. wachsen (p < 0,05). 
Um zu untersuchen, welchen Stellenwert humorale Faktoren bezüglich der gezeigten 
Proliferationszunahme einnehmen, wurden CIK-Zellen zusätzlich in zellfreien MSC-
Überstandsmedien kultiviert. Im Vergleich zu den kokultivierten CIK-Zellen wurde eine 
deutlich geringere Wachstumszunahme von 133 Mio. Zellen auf 733 Mio. beobachtet.  
Um Einflüsse auf den Oberflächenphänotyp der CIK-Zellen zu untersuchen, wurden die 
Zellen durchflusszytometrisch auf für CIK-Zellen beschriebene Oberflächenmoleküle 
analysiert. Es wurde gezeigt, dass kein Unterschied zwischen dem Phänotyp der 
kokultivierten CIK-Zellen und dem der Kontrollen besteht (CD3+, CD45+, CD4-, CD8a+, 
CD49+, NK1.1+, CD25+ und CD69+). 
Der Einfluss auf die Vitalität der CIK-Zellen wurde sowohl lichtmikroskopisch anhand der 
Trypanblaufärbung als auch durchflusszytometrisch durch Anfärben der Zellen mit 7-AAD 
untersucht. Mit der Trypanblaufärbung ließ sich eine durchschnittliche Vitalität von 87% bei 
den kokultivierten CIK-Zellen und von 64% bei den Kontrollen messen (p = 0,1). 
Durchflusszytometrisch fand sich eine durchschnittliche Vitalität von 80% bei den 
Kokulturen und von 65% bei den Kontrollen (p = 0,1). 
Der Einfluss auf die Zytotoxizität der CIK-Zellen wurde mit einem LDH-Freisetzungs Assay 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Zytotoxizität der CIK-Zellen gegen die 
getestete Tumorzelllinie (Wehi 164 S) mit Zunahme des Effektorzell/Targetzell-Verhältnisses 
zunächst bis auf 27% ansteigt, um dann bei Verhältnissen von über 30:1 wieder abzufallen. 
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Ein Unterschied zwischen den kokultivierten CIK-Zellen und den Kontrollen ließ sich dabei 
nicht feststellen (p > 0,1).  
Um weiteren Aufschluss über die zwischen den CIK-Zellen und MSC in der Kokultur 
auftretenden Wechselwirkungen zu gewinnen, wurde außerdem der Einfluss der Kokulturen 
auf die MSC untersucht. Dazu wurden die adhärent wachsenden MSC am Ende der 
Kokulturen separat von den sich in Suspension befindlichen CIK-Zellen geerntet und 
hinsichtlich der Expression von sowohl für CIK-Zellen als auch von für MSC beschriebene 
Oberflächenmoleküle durchflusszytometrisch analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die 
adhärenten Zellen nach Kokultur den Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen aufweisen und 
sich deutlich von dem für MSC zu erwartenden Phänotyp unterscheiden. Um dieses Ergebnis 
weiter zu untersuchen und möglichen Aufschluss darüber zu gewinnen, ob die MSC in der 
Kokultur durch die CIK-Zellen lysiert worden sind oder sich zu CIK-Zellen ausdifferenziert 
haben könnten, wurden weiterhin einige Kokulturen unter Verwendung von DiD markierten 
MSC durchgeführt. Nach 4 h und nach 24 h in Kokultur wurden die adhärenten Zellen separat 
von den in Suspension wachsenden CIK-Zellen geerntet und durchflusszytometrisch 
untersucht. Es ließen sich keine DiD positiven Zellen mehr nachweisen. Daneben zeigten alle 
adhärenten Zellen einen für CIK-Zellen beschriebenen CD3+/CD25+ Phänotyp und nicht den 
für MSC zu erwartenden CD3-/CD25--Phänotyp. 
Insgesamt kann in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Kokultur mit MSC keine 
Auswirkungen auf die Zytotoxizität gegen die getestete Tumorzelllinie (Wehi 164 S) oder den 
Oberflächenphänotyp von CIK-Zellen besitzt. Allerdings lassen sich im Vergleich zu den 
Kontrollen höhere Vitalitäten bei den kokultivierten CIK-Zellen messen und es konnten 
gesteigerte Proliferationsraten gezeigt werden. Dies ist ein überraschender Befund, da 
zahlreiche Publikationen von immunsuppressiven Eigenschaften der MSC berichten, 
wenngleich auch Publikationen existieren, die angeben, dass MSC ebenso immunstimulative 
Effekte aufweisen können. 
Über welche Mechanismen die Einflussnahme erfolgt, ist bislang nicht klar. In der 
vorliegenden Arbeit werden neben Zell-Zell-Kontakten oder humoralen Faktoren auch 
Ausdifferenzierungsprozesse der mesenchymalen Stammzellen zu CIK oder eine Proliferation 
im Rahmen einer immunologischen Reaktion gegen die MSC als mögliche Erklärungsansätze 
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass CIK-Zellen, die in mit MSC konditioniertem 
Medium ohne Zell-Zell-Kontakt zu MSC kultiviert wurden, ein deutlich geringeres Wachstum 
als mit MSC kokultivierte CIK-Zellen aufweisen, was für einen vor allem auf Zell-Zell-
Kontakt beruhenden Interaktionsmechanismus spricht. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
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sich am Ende der Kokultur phänotypisch keine MSC mehr, sondern nur noch CIK-Zellen in 
den Kokulturen nachweisen lassen, was das Auftreten einer Immunreaktion der CIK-Zellen 
gegen die MSC nahelegt. Wurden mit DiD markierte MSC für die Kokulturen verwendet, so 
waren nach 4 h Kokultur zum einen nur noch Zellen mit einem CIK-Zell-Phänotyp in den 
Zellkulturflaschen nachweisbar und zum anderen ließ sich bei diesen Zellen kein DiD Signal 
mehr finden, was gegen einen MSC-Ursprung dieser phänotypischen CIK-Zellen und damit 
gegen eine Ausdifferenzierung spricht. 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kokultur von CIK-Zellen mit mesenchymalen 
Stammzellen stellt somit eine zusätzliche Option zur Optimierung der in vitro Expansion von 
murinen CIK-Zellen dar. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um tieferes Verständnis 
über die zugrunde liegenden Mechanismen zu erlangen und die bisherigen Ergebnisse zu 
untermauern. Des weiteren muss untersucht werden, inwieweit diese Methode für einen 
klinischen Einsatz auch am humanen System geeignet ist und inwieweit sie alternativen 
bereits von anderen Autoren beschriebenen Möglichkeiten, wie z. B. der Kokultivierung von 
CIK-Zellen mit dendritischen Zellen, überlegen ist. 
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